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RESUMO  
 Bactérias e seus subprodutos desempenham um importante papel no 
desenvolvimento e perpetuação de doenças pulpares e periodontais. A endotoxina 
(LPS) é um lipopolissacarídeo da parede de bactérias gram-negativas que causa 
destruição óssea. As metaloproteinases (MMPs) são enzimas capazes de degradar 
proteínas da matriz extra celular incluindo o colágeno. O objetivo desse estudo foi 
investigar e correlacionar, em bolsas periodontais (BP) e canais radiculares (CR), o 
conteúdo microbiológico, endotóxico e níveis de MMPs de dentes com resposta 
pulpar positiva ao teste de sensibilidade pulpar, e doença periodontal associada, 
antes e após o preparo químico-mecânico (PQM) e ao uso de medicação intracanal 
(MIC). Avaliou-se: 1) o perfil e a diversidade microbiológica, através do PCR simples 
e do sequenciamento do gene 16S rRNA; 2) quantificou-se os níveis de LPS de BP 
e CR; 3) determinou-se os níveis de MMP-2, -3, -8, -9 e -13; e 4) avaliou-se o efeito 
do PQM com clorexidina gel 2% (CLX), EDTA 17% e da MIC na redução de micro-
organismos e LPS. Foram selecionados 32 dentes com DP e resposta pulpar 
positiva que estavam sob tratamento periodontal por no mínimo 6 meses. Amostras 
foram coletadas em três diferentes momentos da terapia endodôntica: antes do 
tratamento endodôntico (C1), após PQM (C2), e após MIC (C3) por 30 dias. Após o 
PQM os dentes foram divididos em: G1- sessão única (n=10); GII - Ca(OH)2  + CLX 
(n=11); GIII - Ca(OH)2 + solução salina (SS) (n=11). Os resultados mostraram que: 1) 
através do PCR, bactérias foram identificadas em ambos os sítios, mas com maior 
frequência nas BP. Após o uso da MIC, Porphyromonas gingivalis e Parvimonas 
micra foram os micro-organismos predominantes em CR e BP. O sequenciamento, 
mostrou que a microbiota endodôntica inicial é diferente da microbiota periodontal 
inicial, havendo predominância de espécies gram-negativas nas BP. Por outro lado, 
após MIC, houve uma diversificação da microbiota nesses dois sítios; 2) LPS foram 
identificadas em 100% das BP iniciais, após o PQM e após MIC. Por outro lado, 
estes níveis foram inferiores nos CR; 3) CR apresentaram concentrações inferiores 
de MMP quando comparadas as amostras periodontais. MIC favoreceu a redução de 
MMPs nas BP, mas aumentou o nível de MMP-3; 4) a concentração de LPS nas BP 
foi reduzida após o uso da MIC. No entanto, não houve diferença da concentração 
de LPS quando comparadas a coleta inicial e após PQM. Em relação aos CR não 
houve diferença significativa da concentração de LPS em nenhuma das etapas 
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analisadas. Conclui-se que as microbiotas de BP e CR de dentes com periodontite e 
resposta pulpar positiva são diferentes; os níveis de LPS nas BP foram compatíveis 
com a inflamação periodontal; a MMP-2 e 9 foram encontradas em altas 
concentrações nas BP; a presença de uma MIC diminui a concentração do LPS, 
MMPs e bactérias nas BP; Entretanto, nos CR, a MIC reduziu bactérias e LPS, mas 
aumentou o nível de MMP-3 nos tecidos periapicais. 
Palavras-chave: Periodontite, Polpa, Bactéria, Endotoxina, Metaloproteinase 
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ABSTRACT 
Bactéria and their products play an important role in the development and 
perpetuation of pulp and periodontal diseases. Endotoxin (LPS) is a 
lipopolysaccharide found in the cell wall of gram-negative bactéria and it lead to bone 
destruction. The metalloproteinases (MMPs) are enzymes capable of degrading 
extracellular matrix proteins including collagen. The aim of this study was investigate 
in periodontal pockets (PP) and root canal (RC) the microbiological, endotoxic 
content and metalloproteinases levels of teeth with positive pulpal response and 
periodontal disease, before and after mechanical-chemical preparation (MCP), and 
after intracanal medication (ICM). It was investigated: 1) the profile and microbial 
diversity, by simple PCR and sequencing of the gene 16S rRNA; 2) quantify the LPS 
levels of PP and RC; 3) determine the MMP-2, -3, -8, -9 and -13 levels in periodontal 
and endodontic tissues; and 5) evaluate the effect of CMP with chlorhexidine gel 2% 
(CLX), EDTA 17% and ICM in the reduction of microorganisms and LPS. 32 teeth 
with PD and positive pulp response that were under periodontal treatment for at least 
6 months were selected. Samples were collected at three different times of 
endodontic therapy: before endodontic treatment (C1), after CMP (C2), and after ICM 
(C3) for 30 days. After the CMP teeth were divided into: single visit G1 (n = 10); GII - 
Ca(OH) 2 + CLX (n = 11); GIII - Ca(OH) 2 + saline solution (SS) (n = 11). The results 
showed that: 1) through the PCR bactérias were identified in PP and RC but more 
often in PP. After ICM, Porphyromonas gingivalis and Parvimonas micra were 
prevalent in RC and PP; Through sequencing it was observed that the initial 
microbiome of PP are different from initial RC, with predominance of gram-negative 
species in PP.  2)LPS were recovered in 100% of the initial PP, after CMP and ICM; 
3) RC showed lower concentration of MMP when compared to periodontal samples. 
The ICM show better reduction of MMPs in PP, but increased level of MMP-3 in the 
periapical region; 4) LPS concentration in PP was reduced after ICM. However, there 
was no statistical difference in LPS concentration when compared to initial and CMP 
samples. The RC showed no statistical difference between LPS concentration in all 
analyzed stages. Ours findings indicate that the microbiota of PP and vital pulp 
response and periodontal disease are different; LPS levels were related with 
periodontal inflammation;  MMP-2 e 9 were detected in PP in high concentration; 
gram-negative species were related to high LPS levels;  as well as the presence of 
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an intracanal medication reduces LPS concentration, MMPs and bactéria in PP of 
patients with periodontal disease. However in the RC, the ICM reduced bactérias and 
LPS but increased MMP-3 levels in the periapical tissues. 
Key words: Periodontal Disease, Pulp, bacteria, endotoxin, metalloproteinase 
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1 INTRODUÇÃO 
 A polpa e o periodonto são tecidos conjuntivos intimamente relacionados. 
Eles são anatomicamente distintos, mas funcionalmente inter-relacionados (Anand 
et al., 2012). Simring & Goldberg (1964) foram um dos primeiros a descrever a 
relação da doença pulpar com a doença periodontal.  
 Durante o desenvolvimento radicular do dente, as vias de comunicação 
fisiológica entre a polpa e o periodonto são formadas incluindo canais laterais/
acessórios, túbulos dentinários e o forame apical (Walton & Torabinejad, 1997; 
Rotstein & Simon, 2004). Um importante aspecto é que essas vias de comunicação 
criam um acesso entre esses dois tecidos, facilitando e influenciando a passagem de 
bactérias e seus subprodutos de um sítio para o outro (Jansson  et al. 1993; Chen 
et al., 1997; Rotstein & Simon, 2004 ; Gomes  et al. 2006). No entanto, há 
controvérsias em relação a propagação entre esses dois tecidos (Jansson  et al.
1993, Jansson  et al. 1995a, Jansson  et al. 1995b). 
 Trabalhos na literatura confirmam que a doença pulpar pode iniciar e/ou 
manter uma doença periodontal através dessas vias de comunicação. No entanto, a 
situação contrária ainda é um campo obscuro que gera questionamentos. Ou seja, 
pouco se sabe sobre o real efeito da progressão da doença periodontal na polpa 
(Mazur & Massler, 1964; Bender & Seltzer, 1972; Langeland  et al., 1974; 
Bergenholtz & Lindhe, 1978; Solomon  et al., 1995; Walton & Torabinejad, 1997; Paul 
& Hutter, 1997; Bergenholtz & Hasselgren, 1999; Petka, 2000; Wang & Glickman, 
2002; Rotstein & Simon, 2006; Cardon  et al., 2007).  
 Langeland  et al. (1974) mostraram evidências de que a doença periodontal 
crônica tem um potencial de causar mudanças patológicas na polpa. No entanto, a 
polpa só se torna comprometida, quando há o envolvimento do forame apical. Além 
disso, esse comprometimento pulpar só acontece quando micro-organismos 
presentes em bolsas periodontais infectadas penetram através de canais acessórios 
abertos em direção ao canal radicular (Rotstein & Simon, 2006).  
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 Trabalhos sugerem que situações como calcificações, fibroses, reabsorção do 
colágeno, hiperemia pulpar, reação inflamatória crônica ou até mesmo necrose 
podem ser efeitos diretos da doença periodontal no tecido pulpar (Mandi, 1972; 
Pierce, 1998 ; Aguiar  et al., 2002; Martin, 2003; Abbot & Salgado, 2009). Somado a 
isso, pouca evidência clínica e histológica mostra que o tecido pulpar não pode ser 
considerado normal na presença da doença periodontal (Cahn, 1927). 
 A Periodontite é uma doença multifatorial caracterizada por uma inflamação 
gengival, destruição tecidual e reabsorção óssea (Buduneli & Kinane, 2011). O efeito 
direto ou indireto de bactérias e seus subprodutos e fatores do hospedeiro nos 
tecidos periodontais são responsáveis pela iniciação e propagação dessa doença 
(McCoy   et al.1987). 
 O tratamento e manutenção da doença periodontal consiste em raspagem e 
alisamento radicular. Porém, longos períodos de terapia periodontal podem trazer 
como consequência a hipersensibilidade pulpar devido a exposição de túbulos 
dentinários (Von Troil  et al., 2002). Outros sintomas clínicos devido a essa 
exposição poderiam ser pulpite e necrose pulpar (Bergenholtz & Lindhe, 1978; 
Solomon  et al., 1995; Pierce, 1998; Petka, 2000). É possível sugerir que quanto 
mais desnuda a superfície radicular, maior será o risco de bactérias e seus 
subprodutos atingirem e causarem injúrias ao tecido pulpar (Seltzer  et al., 1963; 
Rubach & Mitchell, 1965; Langeland  et al., 1974; Bergenholtz & Lindhe, 1975; 
Bergenholtz & Lindhe, 1978). Por essas razões, a terapia endodôntica tem sido 
sugerida e indicada em casos de doença periodontal que não respondem à longos 
períodos de terapia (Simring & Goldberg, 1964). 
 A endotoxina é um lipopolissacarideo derivado da parede celular de bactérias 
gram-negativas (Lowenguth & Greenstein, 1995). Essa estrutura é um agente 
biológico potente capaz de induzir direta ou indiretamente uma ampla variedade de 
respostas celulares e humorais (Martinho  et al., 2011). 
Estudos sugerem que as endotoxinas são o principal fator etiológico envolvido 
na patogênese da inflamação pulpar e periapical, incluindo a reabsorção óssea 
(Oliveira  et al., 2012; Seltzer & Farber, 1994; Martinho & Gomes 2008).  
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A endotoxina também é detectada no exsudato de bolsas periodontais. Ela se 
liga ao cemento de dentes comprometidos periodontalmente favorecendo a 
progressão da doença (McCoy  et al., 1987). Dessa forma, a remoção da endotoxina 
tem sido sugerida como sendo necessária para a cicatrização periodontal completa 
(Lowenguth & Greenstein, 1995). O tratamento periodontal através da 
instrumentação mecânica ou ultra sônica é eficaz na diminuição de endotoxinas em 
bolsas periodontais (Nishimine & O´Leary, 1979; Checchi & Pelliccione, 1988) a 
níveis compatíveis com a saúde (McCoy  et al., 1987; Lowenguth & Greenstein 
1995). 
 As Metaloproteinases da Matriz (MMPs) constituem-se de um grupo de 
enzimas (endopeptidases) responsáveis pela degradação dos componentes da 
matriz extracelular. Essas enzimas são responsáveis pela degradação da 
macromolécula da matriz, incluindo o colágeno, a laminina e a proteoglicana, entre 
outras (Sanbandam, 2014). Algumas MMPs se relacionam com patologias pulpares 
e perirradiculares, lesões de tecidos moles e patologias periodontais. Processos 
inflamatórios nesses tecidos levam à degradação dessa matriz proteica 
(Sanbandam, 2014). Bactérias e suas toxinas, como os LPS, estimulam o sistema 
imune do hospedeiro, sendo caraterizada pela expressão de mediadores químicos e 
enzimas, tais como as metaloproteinases (Morante, 2014). 
 Importantes estudos microbiológicos de lesões endo-perio usaram 
metodologias tradicionais de cultura, investigando apenas micro-organismos 
cultiváveis (Bender & Seltzer, 1972; Kipioti et al., 1984; Kobayashi  et al., 1990; 
Kurihara  et al., 1995, Pereira et al., 2011; Didilescu et al., 2012). Devido a essas 
limitações, outras técnicas como a reação em cadeia da polimerase (PCR) tem sido 
utilizadas com o objetivo de também detectar bactérias não cultiváveis ou até 
mesmo bactérias de difícil cultivo em laboratório (Rupf  et al., 2000; Didilescu  et al., 
2012; Gomes  et al., 2004; Gomes  et al., 2005). Métodos moleculares de 
identificação bacteriana, baseados no sequenciamento do gene 16S rRNA, tem sido 
essenciais em trabalhos microbiológicos por fornecem uma identificação mais fiel 
que métodos fenotípicos (Hog et al., 2014; Gomes et al., 2015). Atualmente, os 
estudos metagenômicos têm sido uma excelente opção para identificação do perfil 
microbiológico (Gomes et al., 2015). 
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Trabalhos clássicos tentam correlacionar bactérias presentes nas bolsas 
periodontais profundas com reações pulpares, mas sem êxito (Kipioti et al., 1984; 
Kobayashi  et al., 1990; Kurihara et al.,1995). 
 Clinicamente, é extremamente importante saber se a doença periodontal 
pode causar mudanças na polpa e quais são estas.  O objetivo desse estudo foi 
investigar e correlacionar o conteúdo microbiológico, endotóxico e níveis de 
metaloproteinases de dentes com resposta pulpar positiva, ao teste de sensibilidade 
pulpar, e doença periodontal associada, antes, após o preparo químico-mecânico e 
ao uso de medicação intracanal.  
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2  REVISÃO DA LITERATURA 
2.1.Relações Anatômicas Entre a Polpa e o Periodonto 
 A polpa e o periodonto são duas estruturas anatomicamente distintas que 
podem se comunicar através de canais laterais, túbulos dentinários e forame apical 
(Chilton & Fertig, 1972; Christie & Holthuis, 1990; Peeran  et al., 2013).  
 Segundo De Deus (1975), os canais laterais/acessórios são freqüentemente 
encontrados no terço apical da raiz (17,0%) e em menor proporção no terço cervical 
(1,6%). O terço médio tem o segundo maior percentual (8,8%). Os molares 
apresentam  59% dos canais laterais/acessórios presentes nos terços cervical e 
médio das raízes e na região de furca (Lowman  et al., 1973; Burch & Hulen 1974).  
 Seltzer  et al. (1967) demonstraram em cães e macacos que, após a indução 
da doença pulpar, lesões laterais foram identificadas. Eles concluíram que essa 
lesões foram originadas de canais laterais. Gutmann (1978) relatou que 28,4% da 
região de furca apresenta canais laterais/acessórios. Dessa forma, na presença de 
infecção pulpar, bactérias e seus subprodutos são capazes de atingir os tecidos 
periodontais através destas ramificações. Estudos semelhantes defende a mesma 
teoria (Seltzer  et al., 1963; Rubach & Mitchell, 1965). 
 Na presença de uma doença periodontal, quanto mais a superfície radicular 
estiver descoberta, maior o risco de bactérias e seus irritantes alcançarem o tecido 
pulpar. Os micro-organismos presentes na cavidade oral, através desses canais 
laterais/acessórios, podem atingir a polpa causando uma reação inflamatória crônica 
ou até mesmo necrose pulpar. No entanto, trabalhos mostram que enquanto os 
canais acessórios estiverem protegidos pelo cemento, a necrose não ocorrerá 
(Langeland  et al., 1974; Bergenholtz & Lindhe,1978).  
 Os túbulos dentinários se distribuem por toda a extensão do dente. Na 
direção do ligamento periodontal, eles são selados pelo cemento radicular. Essas 
estruturas podem se apresentar expostas quando não estiverem cobertos por 
cemento. Este cemento pode ser removido mecanicamente, patologicamente ou 
através de processos erosivos. Tal condição clínica pode ocorre na presença de 
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doença periodontal, procedimentos cirúrgicos ou simplesmente por falhas do 
cemento e esmalte. Essas áreas se tornam importantes na avaliação da progressão 
da doença pulpar, bem como no efeito do tratamento periodontal em relação a 
integridade do cemento e do estado pulpar. Bergenholtz & Lindhe, 1975; Bergenholtz 
& Lindhe, 1978; Rotstein & Simon, 2004; Lacevic  et al., 2015). 
Cahn (1926) demonstrou a presença de canais na dentina de dentes 
envolvidos periodontalmente. Após a extração, os dentes foram colocados em 
solução de nitrato de prata 5% durante 24-48 horas. Após esse período, foi possível 
visualizar a penetração da prata na dentina e existência de tecido mole nesses 
canais. Essa situação clínica foi encontrada apenas em dentes com doença 
periodontal e mostrou grandes canais interligando o ligamento periodontal à polpa. 
Dessa forma, indicando uma relação estreita entre esses dois tecidos. O autor 
concluiu que a polpa de dentes com doença periodontal não pode ser considerada 
normal. 
 Um estudo in vivo usando terceiros molares humanos extraídos, mostrou que 
as bactérias invadem túbulos dentinários de dentes desvitalizados mais facilmente 
quando comparados aos túbulos de dentes vitais (Nagaoka  et al., 1995; Petres  et 
al., 2001; Zehnder  et al., 2002). 
 Perez  et al. (1993) demonstraram, in vitro, que bactérias podem penetrar em 
até 800 µm nos túbulos dentinários. O mesmo foi observado por Peters  et al. (2001) 
que demonstrou penetração bacteriana profunda em dentina de dentes infectados. 
Essa situação é possível quando há ausência de cemento radicular e smear layer 
nas paredes do canal. Essa penetração de bactérias do ligamento periodontal para a 
polpa, também já foi investigado por Adriaens  et al. (1988). Eles mostraram 
presença de bactérias em dentinas próximas a polpas em 27% dos dentes sem 
cáries e com doença periodontal (mais de 100 unidades formadoras de colônias 
(UFC) / mg de dentina). Giuliana  et al. (1997) também relataram que 70% dos 
dentes periodontalmente doentes, sem cáries ou restaurações, continha 1.000 a 
4.000 UFC/mg dentina.  
 Langeland  et al. (1974) relataram que a desintegração histológica total da 
polpa só ocorre quando o forame apical principal é envolvido pelas bactérias da 
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placa. A polpa geralmente não degenera enquanto o canal principal não está 
envolvido. Dessa forma, o forame apical se torna a principal via de comunicação 
entre os tecidos pulpares e os tecidos periodontais. Se a microcirculação do forame 
permanece intacta, a polpa irá manter a sua vitalidade. Assim, tem sido sugerido que 
a doença periodontal só tem efeito sobre a polpa quando ela envolve o ápice 
(Czarnecki & Schilder, 1979). 
 Em dentes com lesões periodontais primárias e envolvimento endodôntico 
secundário a progressão apical de uma bolsa periodontal pode atingir o forame 
apical. Assim, uma infecção via canais laterais ou forame apical pode necrosar a 
polpa. Em dentes unirradiculares, o prognóstico é geralmente desfavorável. Em 
molares, o prognóstico pode ser melhor (Richard & Walton, 2002). 
 Assim, as vias de comunicação parecem ser uma realidade clínica em 
pacientes propensos a desenvolver a doença periodontal (Jansson  et al., 1993).  
2.3. Relações Biológicas Entre a Polpa e o Periodonto 
 Através do conhecimento dessas vias de comunicação, há um consenso na 
literatura de que alterações pulpares podem influenciar alterações no tecido 
periodontal (Rubach & Mitchell, 1965). No entanto, a influência da doença 
periodontal no tecido pulpar ainda não foi bem esclarecida (Seltzer & Bender, 1963; 
Mazur & Massier, 1964; Bender & Seltzer, 1972; Bergenholtz & Lindhe, 1978; 
Czarnecki & Schilder, 1979; Torabinejad & Kiger, 1985; Gold & Moskow, 1987; Wong 
& Hirch, 1989). Principalmente se a doença periodontal tem um efeito sobre a polpa 
antes do ápice ser completamente envolvido (Rotstein & Simon, 2006). Turner & 
Drew (1919) foram os primeiros a descrever o efeito da doença periodontal sobre a 
polpa. 
 A resposta pulpar mais comum frente a um estimulo é a inflamação pulpar 
(pulpite). Nessa primeira fase de inflamação, os vasos sanguíneos se dilatam e as 
células inflamatórias chegam na área, caracterizando a hiperemia pulpar. A 
progressão de uma hiperemia para uma inflamação aguda ou crônica depende da 
gravidade, natureza e duração do estímulo, assim como das defesas do hospedeiro. 
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A inflamação aguda e crônica pode ser resolvida ou persistir, causando uma necrose 
pulpar. Essa situação vai depender da capacidade do hospedeiro em montar uma 
defesa adequada contra a injúria, e as características dessa injúria (Jansson  et al., 
1993; Pierce, 1998; Wang  et al., 2002; Peeran  et al., 2013). 
 A literatura sugere que o efeito da doença periodontal na polpa é de natureza 
degenerativa e reparadora. Ocorre mais deposição de dentina reparadora ao longo 
das paredes do canal radicular do que uma resposta inflamatória (Seltzer & Bender, 
1959; Seltzer  et al., 1963; Sinai & Soitanoff 1973, Lontelme  et al., 1976). 
Histologicamente, pode-se visualizar aumento da calcificação, fibrose e reabsorção 
de colágeno, bem como um efeito inflamatório direto (Mandi, 1972; Langeland  et al., 
1974). 
 No entanto, o efeito da progressão da periodontite sobre a vitalidade da polpa 
é ainda controverso (Adriaens  et al., 1988a; Adriaens  et al.,1988b; Langeland  et 
al., 1974). Contrariamente, vários estudos têm afirmado que não existe uma relação 
direta entre a doença periodontal e o estado pulpar (Fish & MacLean 1936, 
Sauerwein 1956, Mazur & Massler 1964, Czarnecki & Schilder 1979, Dongari & 
Lambrianidis 1988). 
 Lontelme et al. (1976) concluíram que os canais radiculares de dentes 
comprometidos periodontalmente têm diâmetros menores que os de dentes sem 
comprometimento, devido a deposição de dentina reparadora. Nessas situações, 
ocorre uma inflamação pulpar de baixa intensidade proveniente do ligamento 
periodontal que se conecta ao tecido pulpar via forame apical e lateral, estimulando 
a formação de dentina reparadora. 
 Alguns estudos têm relatado que alterações patológicas e necrose são 
freqüentes no tecido pulpar em consequência da doença periodontal (Seltzer  et al. 
1963b, Rubach & Mitchell 1965). Outros estudos mostram que as polpas de dentes 
periodontalmente comprometidos permanecem dentro dos limites normais, 
independentemente da gravidade da doença periodontal (Mazur & Massler, 1964; 
Czarnecki & Schilder 1979).  O momento no qual a doença periodontal começa a 
influenciar clinicamente na resposta pulpar ainda é desconhecido (Zuza  et al., 
2012). 
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 Curtis (1908) mostrou que a remoção da polpa poderia favorecer dentes com 
envolvimento periodontal. Dessa forma, o fornecimento sanguíneo seria desviado da 
polpa para a membrana periodontal e, assim, fornecer maior nutrição e resistência 
para combater a doença periodontal. Nenhuma evidência para esta hipótese ficou 
esclarecida. 
 Craney (1925) avaliou a polpa de dentes com doença periodontal e encontrou 
polpas alteradas e polpas normais. Ele concluiu que a periodontite causa algum 
efeito sobre a polpa mas essa influência não é constante nem regular. 
 Bramir (1927), em um estudo sem documentação e sem controles, observou 
alterações atróficas nas polpas de dentes com doença periodontal. Lang & 
McConnell (1920), em outro estudo não controlado, encontrou massas calcificadas 
nas polpas de oito dos 20 dentes com periodontite. 
 Fischer (1931) encontrou hiperemia pulpar em dentes com envolvimento 
periodontal. Bracchetti (1934) relatou, atrofia pulpar, cavidades císticas e 
degeneração reticular e fibrilar do tecido pulpar, alteração e degeneração da camada 
odontoblástica e desorganização celular. Ele concluiu que o tratamento endodôntico 
pode se tornar inviável devido a obliteração do canal radicular, que pode ocorrer em 
consequência da calcificação pulpar induzida pela doença periodontal crônica. 
Lusem (1944) confirmou muitas destas descobertas. 
 Canby (1936) demonstrou culturas positivas em 30% das polpas vitais de 
dentes periodontalmente comprometidos. A porcentagem aumentou com a gravidade 
da lesão periodontal. 
 Posteraro (1961), através de um caso clinico, sugeriu que na doença 
periodontal avançada, a polpa se torna infectada pelo mecanismo de drenagem 
linfática. Além disso, sem a intervenção endodôntica, a polpa necrosa. 
 Seltzer et al. (1963) introduziram o conceito de "pulpite retrógrada." Eles 
concluíram que lesões periodontais rotineiramente produziam alterações atróficas e 
degenerativas nas polpas. No entanto, nenhuma observação foi feita a respeito de 
terapia periodontal prévia e não houve grupo controle para ver se todas as polpas 
eram atrófica, independentemente da extensão da doença periodontal. 
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 Rubach & Mitchell (1965), em um estudo documentado, concluiu que pulpite, 
necrose, ou ambas, podem ocorrer como consequência da doença periodontal. No 
entanto, não foram utilizados controle e nenhuma observação foi feita em relação a 
história prévia de terapia periodontal nesses pacientes. 
 Bender & Seltzer (1972) determinaram histologicamente os efeitos da doença 
periodontal na polpa. Dos 178 dentes estudados, 57 apresentavam doença 
periodontal e ausência de cáries ou restaurações. Eles encontraram que 79% dos 
dentes mostraram alterações patológicas na polpa. 
 Langeland  et al. (1974) avaliaram histologicamente 60 dentes hígidos e com 
vários graus de periodontite. Eles demonstraram que alterações patológicas ocorrem 
na polpa quando a doença periodontal está presente. No entanto, a polpa sobrevive 
quando o forame apical não se encontra envolvido. 
 Bergenhoitz & Lindhe (1978) apontaram que 57% dos dentes com doença 
periodontal apresentam alterações patológicas na polpa. 
 Czarnecki & Schilder (1979) não encontraram nenhuma relação entre a 
gravidade da doença periodontal e alterações patológicas. Eles avaliaram clínica e 
histologicamente ,46 dentes humanos que não tinham sido submetidos a terapia 
periodontal anterior. Os dentes foram divididos em três grupos de acordo com a 
condição periodontal (normal, gengivite e periodontite). Quatro dentes eram 
clinicamente normais, oito mostraram evidências de gengivite, e 34 apresentaram 
periodontite. Depois da extração as polpas dos dentes foram preparadas para 
análise histológica. As características pulpares observadas foram: normal, 
hiperemia, pulpite, e necrose. Nenhum dente do grupo de polpa normal mostrou 
evidência histológica de patologia pulpar. No grupo da gengivite, apenas um dente 
apresentou uma polpa fora dos limites normais e um pouco inflamada. No grupo da 
periodontite, seis dentes mostraram evidências de necrose pulpar. Todas as polpas 
necrosadas e ligeiramente inflamadas foram encontradas em dentes com cárie ou 
grandes restaurações, ou ambas. Todos os dentes hígidos apresentaram polpas 
dentro dos limites normais, independentemente da gravidade da doença periodontal 
associada. Eles concluíram que a extensa manipulação periodontal pode 
comprometer o estado pulpar. No entanto, o efeito de terapia periodontal no tecido 
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pulpar não pode ser concluído através desse estudo, pois os dentes examinados 
não apresentavam história de tratamento periodontal prévio. 
 Nenhum desses trabalhos foi conduzido com um rigoroso controle 
experimental e documentação necessária, assim como não esclarecem a presença 
de tratamento periodontal prévio. Dessa forma, com base nesses estudos, podemos 
acreditar que a doença periodontal afeta diretamente a polpa (Czarnecki & Schilder, 
1979). 
 Porém, Dosseva et al. (2007) avaliaram a vitalidade pulpar em dentes com 
diferentes graus de periodontite, sendo que esses haviam recebido tratamento 
periodontal prévio. Eles avaliaram 156 dentes, dos quais 21% apresentavam polpa 
normal e 3% foram diagnosticados com pulpite. 
 Clinicamente, não é muito simples diagnosticar um dente comprometido 
periodontalmente como necrosado ou vital. A polpa pode apresentar discretas áreas 
de necrose, degeneração ou inflamação perto de áreas onde o tecido pulpar se 
encontra normal. Além disso, o estado histopatológico da polpa não é clinicamente 
detectável através dos testes de diagnóstico convencional (Cahn, 1927; Bracchetti, 
1934). 
 Hirsch et al. (1989) estudaram 153 dentes comprometidos periodontalmente e 
observaram que setenta e sete dentes responderam de forma normal para os testes 
pulpar. No entanto, 52% destes não apresentavam tecido pulpar nos canais 
radiculares após a abertura endodôntica. 
 Ao encontrar uma resposta positiva em dentes comprometidos 
periodontalmente, ou seja, dentes aparentemente vitais, o clínico deve enfrentar 
uma decisão difícil. Isso é porque tal resposta pode indicar, em alguns casos, 
presença de tecido viável ao redor do dente que permite a transmissão dos 
estímulos. Dessa forma, o profissional não pode determinar se a polpa é totalmente 
saudável. Tal situação clínica é mais comum em dentes multirradiculares, que 
podem abrigar os canais em vários estados de degeneração pulpar (Paul & Hutter, 
1997). 
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 As respostas da polpa frente a lesão traumática no ligamento periodontal 
exigem uma atenção especial, principalmente no que diz respeito à avaliação da 
vitalidade pulpar e sua possível remoção. Embora a polpa seja relativamente isolada 
do resto do complexo dentoalveolar por uma barreira de cemento, ela pode se 
comunicar com o ligamento através das vias de comunicação onde o cemento se 
encontra danificado. Por isso, é importante preservar a integridade do cemento nos 
casos de doença periodontal. Em seu estudo, Pierce (1998) avaliou a resposta 
pulpar frente a vários estímulos. Ele concluiu que a reação pulpar pode variar 
dependendo da duração do agente causador e do tipo de injúria. Nenhuma 
correlação foi feita entre as injúrias e a vitalidade da polpa. Mas ele observou a 
importância da injúria passada com a capacidade da polpa em responder à uma 
injúria futura. A polpa modificada geralmente terá uma resposta comprometida para 
outras injúrias, devido a presença de fibrose, celularidade reduzida, vascularização, 
suprimento nervoso e calcificação distrófica. Dessa forma, essas polpas 
clinicamente ainda são vitais, mas são menos capazes de responder diante de 
novos processos inflamatórios. 
 Lesões endoperiodontais são de etiologia variada e podem ser consideradas 
simples ou complexas. Dessa forma, a realização de terapia periodontal, 
endodôntica ou ambas deve sempre ser avaliada e um tratamento multidisciplinar 
deve ser instituído (Parolia  et al., 2015). 
2.2. Efeito do Tratamento Periodontal Sobre a Polpa 
 A doença periodontal é de natureza progressiva. Ela se caracteriza pela 
presença de placa bacteriana que causa inflamação e destruição do aparato de 
inserção (Anand  et al., 2012). Ela é também causada pela secreção de proteinases 
secretadas por grupos de bactérias (Pattamapun  et al., 2003). 
 A raspagem e o alisamento radicular são os métodos periodontais mais 
tradicionais para controlar a microbiota subgengival. A terapia periodontal remove 
tanto o cálculo quanto o cemento contaminado. A efetividade desses procedimentos 
diminuem na presença de bolsas periodontais profundas, especialmente quando 
elas excedem 5 mm (Cobb, 2002). 
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 Simring & Goldberg (1964) mostraram um caso de periodontite crônica 
tratada com extensa terapia periodontal, na tentativa de eliminação da bolsa 
periodontal. No entanto, o defeito infra-ósseo presente aumentou ao longo de quatro 
anos e meio. Durante todo esse tempo o dente apresentou hipersensibilidade ao frio. 
Diante todas as tentativas da terapia periodontal em deter o progresso da doença 
periodontal não ter sido favorável, a remoção da polpa vital foi realizada. Após a 
terapia endodôntica, a profundidade de sondagem diminuiu de 4 a 5 milímetros e a 
radiografia revelou aumento da radiopacidade. Os autores mostraram, através de 
dois casos semelhantes, que a necrose pulpar não deve ser considerada o único 
fator necessário para a realização da terapia endodôntica. A remoção de uma polpa 
vital pode e deve ser considerada um complemento ao tratamento periodontal de 
dentes com doença periodontal avançada. Ele concluíram que a terapia endodôntica 
deve ser indicada nos casos onde o dente não responda à terapia periodontal. 
 Os mecanismos fisiopatológicos sobre a hipersensibilidade dentinária ainda 
são pouco conhecidos. A teoria hidrodinâmica de movimento dos fluidos em túbulos 
dentinários (Briinnstrorn  et al. 1967) parece ser a mais amplamente aceita (Irvine 
1988, Von Troil, 2002). Esta teoria é apoiada por evidências de estudos histológicos, 
demonstrando um maior número de túbulos dentinários alargados em dentes 
sensíveis do que nos dentes não sensíveis. Outros achados histológicos têm 
demonstrado que o cemento radicular e a dentina radicular de dentes 
periodontalmente comprometidos são invadidos por bactérias periodontopatogênicas 
(Adriaens  et al. 1988a; Adriaens  et al. 1988b). 
 Fischer  et al. (1991) mostraram o aumento da sensibilidade pulpar uma 
semana após a terapia periodontal. Em seu estudo, essa sensibilidade também foi 
observada oito semanas após a terapia. Os pacientes com perda óssea radiográfica 
superior a 50% do comprimento radicular apresentaram limiares mais baixos do que 
os pacientes com perda óssea inferior a 50%. Em outro estudo (Tammaro et al., 
2000), os valores de sensibilidade aumentaram de 3,1 para 7,2 (escore VAS) uma 
semana após a terapia, o que foi estatisticamente significativo. Durante as três 
semanas seguintes, a intensidade diminuiu gradualmente, mas permaneceu até 
quatro semanas como sendo estatisticamente significativa. 
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 Em seu estudo, Von Trotil  et al. (2002) revisaram sistematicamente a 
presença de sensibilidade pulpar após a terapia periodontal. A prevalência foi de 
9-23% antes e 54-55% após a terapia periodontal. Além disso, um aumento na 
intensidade da sensibilidade ocorreu 1-3 semanas após a terapia e depois diminuiu. 
Essa intensidade de sensibilidade diminuiu consideravelmente após 1-4 semanas. 
 Bergenholtz & Nyman (1984) fizeram uma análise para determinar a 
frequência e o aparecimento de complicações pulpares em 52 pacientes com 
doença periodontal avançada que estavam sendo tratados. O estudo incluiu 672 
dentes inicialmente com polpas vitais. O período de observação variou de 4 a 13 
anos, com média de 8,7 anos. Os autores concluíram que durante as proservações, 
especial atenção deve ser dada a prevenção de cárie e doença periodontal. Além 
disso, deve ser incluída a avaliação da vitalidade pulpar. 
 Cortellini & Tonetti (2001) avaliaram o estado pulpar de dentes tratados 
periodontalmente através da proservação. Do ponto de vista endodôntico, o 
tratamento periodontal não afetou negativamente a vitalidade dos dentes. Dos 167 
dentes vitais inicialmente, não houve nenhuma alteração após 1 ano de terapia 
periodontal. Apenas um dente recebeu tratamento endodôntico após 4 anos devido a 
presença de uma cárie profunda. 
 Kwon et al. (2013) relataram 3 casos clínicos de dentes que apresentavam 
perda óssea em direção a região periapical, teste elétrico pulpar com valores 
anormais e presença de grandes profundidades de sondagem. Em todos esses 
dentes foi realizado o tratamento endodôntico intencional antes do tratamento 
periodontal. Os autores concluíram que a degeneração e a necrose da polpa em 
dentes com prolongada inflamação periodontal pode ocorrer, mesmo quando a polpa 
responde positivamente aos testes de sensibilidade pulpar. 
2.4. Microbiologia 
 A cavidade oral é caracterizada por uma microbiota complexa sendo 
composta atualmente por mais de 800 espécies de micro-organismos (Siqueira & 
Rôças, 2010). Esses micro-organismos são os principais responsáveis pela 
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instalação e manutenção de doenças pulpares e periodontais. Dessa forma, é de 
fundamental importância identificar e investigar possíveis interações entre espécies, 
que podem ser relevantes na etiopatogenia e manutenção dessas patologias 
(Kakehashi et al., 1965; Pinheiro et al., 2003). 
 Poucos estudos mostram a relação de micro-organismos nas fases iniciais de 
infecção do tecido pulpar vital. Nadkami et al. (2010) mostraram que micro-
organismos como Lactobacilos ssp podem ser identificados em polpas vitais, quando 
na presença de caries profundas. 
 Antigos estudos microbiológicos já analisaram a influência da doença 
periodontal na polpa e a hipótese de que a bolsa periodontal pode ser uma possível 
fonte de infecção do canal radicular, além de revelar similaridades entre as 
microbiotas de dentes com infecção pulpar e periodontites avançadas (Kipioti  et al.,
1984; Kobayashi  et al.,1990; Kerekes  et al., 1990; Kurihara  et al., 1995). 
 Siqueira  et al. (1996) demonstraram que os micro-organismos 
Porphyromonas endodontalis, Fusobacterium nucleatum, Actinomyces israelii, 
Porphyromonas gingivalis, Propionibacterium acnes e Enterococcus faecalis foram 
capazes de penetrar nos túbulos dentinários em diferentes profundidades. Segundo 
Kakoli et al., (2009) a penetração bacteriana está relacionada ao tamanho da 
bactéria, propriedades adesivas e características de mobilidade (Kakoli  et al., 2009). 
 Segundo Kerekes & Olsen (1989), uma infecção crônica na bolsa periodontal 
ou no canal radicular pode representar uma fonte persistente de bactérias na 
corrente sanguínea, principalmente espécies de Bacteroides, Fusobaceria, 
Eubactéria, Spirochetes, Wolinellas, Selenomonas, Campylobacter, e 
Peptostreptococci. Os autores afirmaram que há uma similaridade entre a microbiota 
do canal radicular e de bolsas periodontais profundas, o que está de acordo com 
nossos achados. 
 A invasão bacteriana na dentina radicular de dentes comprometidos 
periodontalmente já foi demonstrada por microscopia de luz (Adriaens  et al., 1987b) 
e por estudos microbiológicos (Adriaens  et al., 1987a ; Giuliana  et al., 1997; 
Jenkinson & Love, 2002). Esses trabalhos sugerem que a microbiota dos túbulos 
dentinários associada a uma bolsa periodontal pode atuar como um reservatório 
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para a recolonização da bolsa após o debridamento (Adriaens et al., 1987a; Giuliana 
et al., 1997). Na avaliação das dentinas radiculares foram encontradas espécies 
gram-positivas, tais como Parvimonas micra, Streptococcus intermedius e 
Actinomyces naeslundii, além de um menor número de gram-negativas, como 
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Fusobacterium nucleatum 
(Giuliana  et al., 1997). 
 Adriaens  et al. (1987b) avaliaram a presença e a viabilidade de bactérias na 
dentina radicular e na polpa de dentes livres de cárie e com comprometimento 
periodontal. Esses dentes foram extraídos devido a extensa perda de suporte ósseo. 
Dos 69 dentes com doença periodontal, 87% apresentaram crescimento bacteriano. 
Em 59% das polpas foram identificadas bactérias. As concentrações médias de 
bactérias na polpa e dentina variaram de 1,399 a 16,537 unidades formadoras de 
colônias (UFC) por mg de tecido. Estas concentrações foram 259 a 7.190 vezes 
maior do que as concentrações encontradas nos dentes saudáveis. Os autores 
concluíram que as raízes dos dentes comprometidos periodontalmente poderiam 
atuar como reservatórios de bactérias. Assim, podem favorecer a recolonização de 
superfícies radiculares periodontalmente tratadas mecanicamente, bem como a 
infecção da polpa dentária. 
Segundo Fuji et al. (2014), a presença das mesmas espécies bacterianas em 
dentes vitais com comprometimento periodontal, suporta a ideia de que a doença 
periodontal é uma possível fonte para a infecção radicular. Em seu estudo, o dente 
apresentava comprometimento periodontal com bolsa atingindo o ápice, mas no 
entanto o dente se apresentava clinicamente vital. Apesar dessa vitalidade, foram 
encontrados em ambos os sítios, micro-organismos como Porphyromonas gingivalis 
e Fusobacterium nucleatum. No entanto, Parvimonas micra foi detectada apenas em 
canais radiculares. Os autores sugeriram que a patogenia periodontal pode ser 
identificada como a fonte da infecção radicular. 
 A alta similaridade de micro-organismos identificados em ambos os sítios 
sugere que a bolsa periodontal pode ser uma fonte para as infecções pulpares. 
Espécies como Filifactor alocis, Parvimonas micra e Porphyromonas gingivalis 
podem desempenhar um papel na patogênese de lesões periodontais-endodônticas 
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combinadas. Trabalhos são necessários para esclarecer os fatores que levam a 
mudanças pulpar como resultado de doença periodontal (Hong  et al., 2014). 
 Kipioti et al. (1984), em seu estudo clássico, demonstraram que a microbiota 
de polpa e periodonto são semelhantes. Os micro-organismos mais frequentemente 
isolados em ambos os locais foram Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, 
Peptostreptococcus spp, Capnocytophaga spp, Actinomyces spp e Streptococcus 
spp. Os autores sugeriram que a bolsa periodontal era a principal fonte de infecção 
dos canais radiculares.  
 Kurihara et al. (1995) também avaliaram microbiologicamente dentes com 
envolvimento endoperiodontal e detectaram um maior número de micro-organismos 
nas bolsas periodontais, com alta prevalência de cocos e bacilos. As espécies mais 
frequentemente detectadas nos canais radiculares foram Peptostreptococcus, 
Streptococcus (cocos gram-positivos), Actinomyces e Rothia (bacilos gram-
positivos). Porém, nas bolsas periodontais, as espécies mais encontradas foram 
Campylobacter spp, Fusobacterium spp, Peptostreptococcus productus e 
Peptostreptococcus spp, Porphyromonas gingivalis e Streptococcus mutans (gram-
negativos e positivos).  
 Pereira et al. (2011) identificaram a presença Prevotella intermedia como 
sendo a espécie mais prevalente em bolsas periodontais, enquanto Porphyromonas 
gingivals e Prevotela intermedia foram mais prevalentes em canais radiculares. 
Quando foram avaliadas a semelhança entre a bolsa e o tecido pulpar, houve 
colonização simultânea de Porphyromonas gingivals, Tanrella forsythia e 
Porphyromonas  endodontalis. 
 Gomes et al. (2015), através do sequenciamento molecular, compararam a 
microbiota de lesões endoperio combinadas. As espécies frequentemente 
detectadas em canais radiculares foram Enterococcus faecalis, Parvimonas micra, 
Mogibacterium timidum, Filifactor alocis e Fretibacterium fastidiosum. Nas bolsas 
periodontais foram detectados Parvimonas micra, Enterococcus faecalis, 
Streptococcus constellatus, Eubacterium brachy, Tannerella forsythia e Filifactor 
alocis. Os autores concluíram que a microbiota das lesões endoperio é complexa. 
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No entanto, a similaridade entre a microbiota de bolsas periodontais e canais 
radiculares sugere um caminho de infecção existente entre esses dois sítios. 
 Metade ou mais dos micro-organismos presentes na microbiota de bolsas 
periodontais é gram-negativa (McCoy et al., 1987). Os micro-organismos mais 
frequentemente associados à periodontite são Porphyromonas gingivalis, 
Act inobaci l lus act inomycetemcomitans (atualmente Aggregat ibacter 
actinomycetemcomitans), Tannerella forysthia, Echinella corrodens, Campylobacter 
retus, Parvimonas micra, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum e 
Prevotella intermedia (Noriko  et al., 2015). 
 A raspagem subgengival causa mudanças na composição da microbiota 
subgengival. Ela diminui micro-organismos gram-negativos e aumenta as espécies 
gram-positivas. Esta mudança é geralmente associada com a saúde gengival 
(Lowenguth & Greenstein,1995; Stelzel & Flore´s-de-Jacoby 2000; Cobb, 2002). 
 Cugini et al. (2000) relataram que a raspagem e alisamento radicular resultou 
em significativa diminuição de espécies como Porphyromonas gingivalis, Tannerella 
forysthia e Treponema denticola. Concomitante, houve um aumento significativo de 
Actinomyces sp., Capnocytophaga sp., Fusobacterium nucleatum, S. mitis e 
Veillonella parvula. Resultados semelhantes, mostrando uma diminuição dos níveis 
de Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, foram relatados por Lowenguth 
et al. (1995). 
 A resistência de Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas 
gingivalis após tratamentos de raspagem, tem sido atribuído à sua capacidade de 
invadir os tecidos periodontais subjacentes (Coob, 2002). Além disso, vários estudos 
têm demonstrado a presença de bactérias no cemento radicular e da dentina 
radicular de dentes comprometidos periodontalmente. Tal invasão bacteriana na 
estrutura radicular pode representar um reservatório de patógenos periodontais para 
recolonização e reinfecção (Adriaens  et al., 1988b, Giuliana  et al., 1997). 
 Após raspagem e alisamento radicular, algumas espécies parecem mais 
resistentes, como Aggregatibacter actinomycetemcomitans e Porphyromonas 
gingivalis. A persistência de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e Treponema 
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denticola tem sido associada com a má resposta ao tratamento de raspagem e 
alisamento radicular (Haffajee & Socransky 1994; Chaves et al., 2000). 
 Mombelli et al. (2000) encontraram uma correlação direta entre o número 
crescente de bolsas residuais pós-tratamento maiores que 4 milímetros e o número 
de Porphyromonas gingivalis. 
 Bactérias do interior do canal radicular não invadem o espaço periodontal 
quando uma camada de cemento está intacta. Dessa forma, a remoção do cemento 
após tratamento periodontal muitas vezes tem sido correlacionada com o aumento 
da permeabilidade dos túbulos dentinários (Gupta  et al., 2015). No entanto, 
Adriaens  et al. (1988a) não encontraram qualquer relação entre a ausência de 
cemento radicular causada por terapia periodontal não-cirúrgico e a invasão de 
bactérias em túbulos dentinários. 
 Lacevic et al. (2015) confirmaram que os túbulos dentinários localizados na 
região cervical e coronária representam caminhos viáveis permitindo a disseminação 
e manutenção de doenças entre esses dois sítios. Além disso, a presença de 
bactérias periodontais em canais radiculares podem ser originadas de lesões 
periodontais. 
 Bacteremia freqüentemente ocorre após procedimentos de raspagem, 
raspagem e alisamento radicular, sondagem periodontal e cirurgia periodontal 
(Waghmare et al., 2013). 
 Waghmare et al. (2013) avaliaram a passagem de bactérias periodontais na 
corrente sanguínea após procedimentos de raspagem e alisamento radicular. O 
objetivo foi avaliar a incidência de bacteremia induzida por esses micro-organismos 
em pacientes com periodontite. A maior incidência observada foi imediatamente 
após o tratamento  periodontal (70%). No entanto, essa incidência diminuiu 30 min 
após o tratamento (25%). Porphyromonas gingivalis e Parvimonas micras foram 
encontrados no sangue 30 min após procedimento. Além disso, a degradação de 
bactérias gram-negativas pelo sistema imune pode promover a expressão de LPS 
no sangue periférico, ativação das células e a produção de citocinas pró-
inflamatórias. Os autores concluíram que a bacteremia frequentemente ocorre 
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imediatamente depois do tratamento periodontal, sendo a Porphyromonas gingivalis 
a bactéria com maior frequência no sangue. 
 Kinane  et al. (2005) analisaram pacientes com periodontite e relataram uma 
frequência de 23% (PCR) e 13% (cultura) de bactérias anaeróbias no sangue após 
raspagem ultra-sônica da boca toda. Um estudo semelhante foi realizado por Forner 
et al. (2006) que encontraram 75% de bactérias aeróbias e anaeróbias em pacientes 
com periodontite após a raspagem. 
2.5. Endotoxinas em infecções endodônticas e periodontais 
A microbiota da cavidade oral é composta por bactérias gram-positivas e 
gram-negativas. No entanto, especial atenção é dada às bactérias gram-negativas 
porque elas apresentam um lipopolissacarídeo aderido a sua parede celular. Essa 
estrutura conhecida por endotoxina ou LPS é um agente biológico e inflamatório 
potente capaz de iniciar varias respostas biológicas. Dentre elas, podemos citar 
reações inflamatórias, vasculares, destruição óssea, quimiotaxia por osteoclastos 
entre outras (Schein & Schilder, 1975;  Liu  et al., 2002). As endotoxinas 
representam um papel importante na inflamação periapical e destruição óssea (Pitts 
& Williams, 1982). 
 Schein & Schilder (1975) postularam que as doenças periodontais e 
periapicais são processos biológicos semelhantes. Assim, uma vez que o aumento 
dos níveis de endotoxinas no exsudado gengival tem sido associado com um 
aumento do grau de inflamação periodontal, a mesma correlação deve existir entre 
concentração de endotoxina no canal radicular e o grau de doença pulpar. Eles 
também observaram uma relação entre a presença de endotoxinas, doença pulpar e 
sintomas (Touyz, 2013;  Shaddox  et al., 2013). 
 Estudos clínicos já demonstraram a presença de endotoxinas em canais 
radiculares que apresentam infecção primária e infecção secundária (Jacinto  et al., 
2005; Gomes  et al., 2009a; Martinho  et al., 2011; Oliveira  et al., 2012; Souza  et 
al., 2014). 
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 A literatura associa as endotoxinas na endodontia apenas aos casos de 
infecção pulpar. No entanto, trabalhos mostram que as endotoxinas são capazes de 
se difundirem pelos túbulos dentinários, atingindo a polpa de forma mais rápida do 
que as bactérias  (Nissan  et al., 1995; Oliveira  et al., 2005). Além disso, podem ser 
encontradas em dentes vitais sintomáticos e assintomáticos que apresentam 
camadas profundas de cáries (Khabbaz  et al., 2001). 
 Segundo Minabe et al. (1994), na doença periodontal, a maioria dos LPS fica 
aderida superficialmente na porção radicular e pode ser removida através do 
polimento radicular. As endotoxinas residuais que ficam na superfície radicular, 
podem ser toleradas ou neutralizadas pela defesas do hospedeiro. Em seu trabalho, 
eles observaram que a endotoxina pode ser removida, atingindo taxas de até 99,2%. 
No entanto, o polimento por si só pode ser insuficiente, sendo necessário a 
utilização de alguma substância química para eliminação total do LPS. 
Estudos mostraram que a endotoxina se adere fracamente à superfície 
radicular e não penetra profundamente no cemento. Portanto, alisamento radicular 
excessivo para remoção completa de cemento parece ser desnecessária e evita a 
sensibilidade pulpar (Nakib  et al., 1982; Nyman  et al., 1988; Lowenguth & 
Greenstein, 1995). 
 Liu et al. (2002) mostraram que partículas de cemento coletadas de dentes 
comprometidos com doença periodontal, apresentaram quantidades significativas de 
endotoxinas. Dessa forma, o LPS atuaria como um potente estimulador de células 
inflamatórias tendo como consequência a destruição óssea periodontal. 
 Jacob et al. (2012) avaliaram níveis de endotoxina na circulação sangüínea 
de pacientes com periodontite crônica, através do ensaio semi quantitativo LAL, 
imediatamente após processos de raspagem e alisamento radicular. Eles 
observaram um aumento significativo nos níveis sangüíneos de endotoxina 15 
minutos após a terapia periodontal. 
 Touyz (2013)  demonstrou que periodontites com bolsas ativas de 7 mm ou 
mais, permite o ingresso de endotoxinas para a circulação sanguínea derivada, 
contribuindo para o aparecimento de choque séptico. 
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2.6. Metaloproteinases  
 Metaloproteinases (MMPs) ou endopeptases são proteinases zinco-
dependentes, capazes de degradar os componentes da matriz extracelular e 
membranas basais (colágeno, proteoglicanas, glicoproteínas e integrinas). A maioria 
das MMPs é secretada como proteínas inativas, que são ativadas quando clivadas 
por proteinases extracelulares, agentes químicos, ph baixo e tratamentos com calor 
(Souza et al., 2000; Sambandam & Neelakantan, 2014).  
 As MMPs participam ativamente da reabsorção óssea presente nas doenças 
periodontais e nas lesões crônicas. Os osteoblastos expressam MMPs quando 
estimulados. Assim, a reabsorção óssea é iniciada por uma resposta osteoblástica 
pela liberação de MMP, sendo que os osteoclastos recrutados para essa região não 
produzem essas enzimas (Steen  et al., 2002; Navarro  et al., 2006). 
 De Souza & Line (2002) demonstraram que altos níveis de MMPs nos tecidos 
periodontais são os responsáveis pelo desequilíbrio entre produção e degradação de 
colágeno, causando dessa forma, a  destruição periodontal. 
 As MMPs estão presentes na saliva, biofilme, esmalte e dentina. Elas atuam 
em eventos fisiológicos (remodelação de tecidos, reparação e desenvolvimento 
embrionário) e processos patológicos (artrite, metástase, doença periodontal, cárie 
radicular) através da degradação da matriz extracelular. As MMPs participam do 
processo inflamatório pulpar a partir da degradação da matriz orgânica dentinária, 
em especial o colágeno. As MMPs podem se encontrar ativas em pulpites e serem 
vistas como marcadores em inflamações pulpares (Dol et al., 2011; Sambandam & 
Neelakantan, 2014).  
 Nas inflamações pulpares, a degradação da matrix extracelular é mediada 
pelas endopeptases e  parece ser o ponto inicial para a progressão dos processos 
inflamatórios (Sambandam & Neelakantan, 2014). 
 A quebra de colágeno na doença periodontal é caracterizada principalmente 
pela presença das MMPs. Fibroblastos gengivais, queratinócitos, macrófagos e 
leucócitos são capazes de expressar MMPs -1, -2, -3, -8, -9. Altos níveis dessas 
enzimas nos tecidos periodontais provocam um desequilíbrio entre a produção e 
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degradação do colágeno, causando perda da inserção dental. Pacientes com 
periodontite apresentam maiores níveis de MMP-2 e MMP-9 quando comparados 
aos indivíduos sem doença (Navarro et al., 2006). 
As gelatinases (MMP-2 e MMP-9) são capazes de degradar colágeno 
intersticial, laminina, elastina, fibronectina e membrana basal do colágeno tipo IV e 
VII. Essas duas enzimas apresentam a mesma especificidade com o substrato mas 
apresentam diferentes origens. A MMP-2 é sintetizada por osteoblastos, células 
endoteliais e fibroblastos e a MMP-9  por neutrófilos, macrófagos e células epiteliais 
(Makela et al., 1994). 
 Chang et al. (2002) determinaram o efeito da Porphyromonas gingivalis na 
produção e secreção de MMPs em culturas de células do ligamento periodontal. A 
análise zimográfica mostrou que a MMP-2 apresentou altos valores e a MMP-9 foi 
detectada em pequena quantidade. Eles concluíram que P. gingivalis, desempenha 
um importante papel na destruição tecidual e desintegração da matriz extracelular 
em lesões pulpares e periapicais através da produção de MMPs. 
 Em seu estudo, Makela et al. (1994) identificaram a presença de atividade 
gelatinolítica em pacientes sadios e doentes. No entanto, maiores níveis de MMP-2 
e MMP-9 foram identificados em maiores níveis nos pacientes comprometidos 
periodontalmente. Assim como, uma significativa redução nesses níveis após a 
terapia periodontal. 
 Puttamapun et al. (2002) demostraram que sobrenadantes originados de 
Porphyromonas gingivalis ativaram MMP-2 e foram responsáveis pela intensa 
destruição dos tecidos periodontais. Porém, Figueredo  et al. (2003) relaciona essa 
destruição tecidual da periodontite, com elevados níveis de MMP-9. 
 Gangbar et al. (1990) relataram a redução da atividade colagenolítica quando 
comparada à atividade gelatinolítica após terapia periodontal. 
 Assim, altas concentrações de MMP-9 podem ser encontradas em processos 
de inflamação, periodontite, pulpite e lesões crônicas. Essas MMPs também são 
consideradas marcadores de doença pulpar (Makela et al., 1994; Shin et al., 2002, 
Gusman  et al., 2002). 
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 De Souza & Line (2002) correlacionaram os polimorfismos na região dos 
genes promotores da enzima MMP-9 na doença periodontal crônica. Eles 
concluíram que o polimorfismo na região promotora do gene MMP-9 não está 
associada com a periodontite crônica. 
 Entre as enzimas liberadas pelos neutrófilos, a MMP-8 e a MMP-9, 
juntamente com a elastase, são as enzimas proteolíticas com o maior potencial para 
agir como mediadoras da destruição tecidual na injúria imunológica (Figueredo  et 
al., 2003). 
 A MMP-3 é produzida por células do estroma, mas também podem ser 
observadas em células epiteliais durante o processo de reparação tecidual. Elas são 
capazes de degradar a proteína central de proteoglicanas, fibronectina e laminina 
(Pardo & Selman, 1996; Shapiro, 1998). No entanto, em casos de inflamação 
severa, essa enzima não induz a regeneração (Sambandam & Neelakantan, 2014). 
 As colagenases MMP-8 e MMP-13 degradam os colágenos tipo I, II, III, VII, 
VIII e X. O colágeno tipo I é o principal componente orgânico da matrix extracelular e 
assim, essas colagenases tem um importante papel no processo de organização e 
remodelação dentinária, principalmente a MMP-8 (Sambandam & Neelakantan, 
2014). 
 A MMP-13 pode iniciar uma reabsorção óssea e ativar a proMMP-9. Dessa 
forma, essas duas enzimas juntas já foram associadas com a progressão da 
periodontite crônica (Hernandez  et al., 2009). 
 Nas doenças periodontais crônicas, as enzimas proteolíticas responsáveis 
pela destruição tecidual, podem  se originar de muitas fontes celulares, incluindo 
células polimorfonucleares, macrófagos, fibroblastos, células epiteliais e bactérias 
patogênicas. As MMPs têm um importante papel pois podem degradar em conjunto, 
a maior parte dos componentes da matriz extracelular (Makela  et al., 1994). 
O Quadro 1 mostra algumas das MMPs humanas conhecidas. Elas podem 
ser divididas em 5 grandes grupos, de acordo com especificidade do substrato. A 
numeração das MMPs acompanha a seqüência de descoberta de cada uma dessas 
enzimas (Woessner, 1994; Navarro  et al., 2006). 
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Quadro 1 - MMPs humanas divididas em grupos segundo Navarro  et al. (2006). 
Grupo MMP Substrato específico
Colagenases MMP-1, MMP-8, 
MMP-13
proMMP-9 e colágeno helicoidal
Gelatinases MMP-2, MMP-9 proMMP-9, fibronectina, gelatina, elastina, 














proMMP 2, 13 e colágeno helicoidal,
Outras MMPs MMP-7, MMP-26, 
MMP-28, MMP-12, 
MMP-19, MMP-20
 fibronectina, elastina, colágeno IV e 
matrix do esmalte dental
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3 PROPOSIÇÃO 
O objetivo desse estudo foi investigar e correlacionar o conteúdo 
microbiológico, endotóxico e níveis de metaloproteinases de dentes com resposta 
pulpar positiva, ao teste de sensibilidade pulpar, e doença periodontal associada, 
antes, após o preparo químico-mecânico e ao uso de medicação intracanal.  
Objetivos específicos:  
1) identificar o perfil e a diversidade microbiológica, através do PCR simples e 
sequenciamento do gene 16S rRNA nas diferentes etapas da terapia endodôntica 
2) quantificar os níveis de endotoxinas do conteúdo endodôntico e 
periodontal;  
3) determinar os níveis de MMP-2 , MMP-3, MMP-8, MMP-9 e MMP-13  nos 
tecidos periodontais e endodônticos;  
4) avaliar o efeito do preparo químico-mecânico utilizando clorexidina gel 2% 
e EDTA 17%, e da medicação intracanal na redução de micro-organismos e 
endotoxinas.  
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4  MATERIAL E MÉTODOS 
4.1. SELEÇÃO DOS PACIENTES  
Foram selecionados 32 dentes de 21 pacientes da Clínica de Especialização 
de Periodontia da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP), Universidade 
Estadual de Campinas (UNICAMP).  
Os critérios de inclusão foram: 
a) Tratamento e acompanhamento periodontal prévio de no mínimo 6 
meses a 1 ano. 
b) Mesmo após esse período de terapia periodontal, os dentes (molares, 
pré molares, caninos e incisivos) apresentavam pelo menos uma face 
do dente comprometida com bolsas periodontais iguais ou maiores que 
6 mm.   
c) Dentes que radiograficamente apresentavam perda óssea extensa em 
uma das faces proximais, acompanhado ou não de sinais e sintomas 
clínicos. 
d) Dentes que clinicamente, através do teste térmico a frio, apresentaram 
resposta positiva ao teste de sensibilidade pulpar. 
e) Dentes que durante a terapia periodontal não apresentaram nenhum 
tipo de resposta positiva à terapia, e a profundidade das bolsas 
aumentaram gradativamente. 
f) Pacientes que não fizeram uso de antiinflamatórios sistêmicos, 
antibióticos sistêmicos e/ou locais ou agentes imunossupressores nos 
últimos 3 meses. 
Foram descartados deste estudo, pacientes que apresentavam dentes com 
grandes extensões de cárie, com câmara pulpar exposta ao meio bucal, com trincas, 
calcificações, qualquer tipo de reabsorção e os casos que não foi possível acessar 
todo o comprimento do canal radicular. Pacientes portadores de doenças sistêmicas 
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(como por exemplo, diabetes melitus e AIDS) e com história de antibioticoterapia 
recente e uso de antifúngicos também não participaram deste trabalho. 
Este projeto foi previamente aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 
(CEP), da Universidade Estadual de Campinas, da Faculdade de Odontologia de 
Piracicaba (protocolo n° 018/2014 – ANEXO I). Após a seleção dos pacientes, todos 
receberam explicações sobre os objetivos e procedimentos da pesquisa e todos 
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) elaborado 
conforme as normas deste mesmo comitê (ANEXO II). 
Todos esses pacientes apresentavam-se em manutenção periodontal, através 
de visitas mensais, com realização de raspagem supra e subgengivais, quando 
necessário.  
4.2. ASPECTOS CLÍNICOS E RADIOGRÁFICOS 
Para cada paciente, na consulta inicial, foram anotados na anamnese: idade, 
sexo, resposta pulpar verificada através do teste térmico à frio (Endo ice; The 
Hygienic Corporation, Akron, OH, USA), teste de percussão e palpação, presença de 
edema dos tecidos periodontais e história de medicação. A profundidade de 
sondagem (PS) e a recessão da margem gengival (RMG) foram mensuradas 
milimetricamente com uma sonda sensível à pressão manual no local mais profundo 
do defeito interdental e realizada em todas as faces do dente envolvido (mesial, 
distal, vestibular e palatina/lingual). Todas as medidas foram realizadas com uma 
sonda periodontal manual sensível à pressão de 0,3 N da Hu-Friedy (MGF Co. Inc., 
Chicago, Estados Unidos). O nível clínico de inserção (NCI) foi calculado  como a 
soma do PS e RMG (Tonetti  et al., 1993).  
Foi realizada uma radiografia periapical inicial para avaliar o comprometimento 
periodontal e esses achados radiográficos também foram anotados. Os aspectos 
clínicos do dente envolvido também foram anotados, assim como presença ou 
ausência de dor, bem como dados da história médica e história dentária. A Figura 1 
mostra radiografias representativas de alguns casos que foram selecionados. 
A avaliação do grau de mobilidade dentária foi realizado de acordo com 
Schluger  et al. (1981) em: Grau 0 – Ausência de mobilidade; Grau I – Mobilidade 
clínica de aproximadamente 1 mm na direção vestíbulo-lingual; Grau II - Mobilidade 
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clínica de aproximadamente 2 mm na direção vestíbulo-lingual e ausência de 
mobilidade apical; e Grau III - Mobilidade clínica de aproximadamente 2 mm na 
direção vestíbulo-lingual e mobilidade apical. 
Figura 1 – Radiografias representativas iniciais de pacientes selecionados para este     
                 estudo. 
 
              Fonte: Duque TM, 2012 
Todos os dados e características clínicas dos dentes investigados foram 
anotados na ficha clínica de cada paciente. Esses dados estão descritos no 
APÊNDICE I e os resultados apresentados no APÊNDICE II. 
4.3. PROCEDIMENTOS CLÍNICOS E COLETA DAS AMOSTRAS DOS 
CANAIS RADICULARES E BOLSAS PERIODONTAIS 
As metodologias relacionadas às coletas e análises das amostras, utilizadas 
neste trabalho, foram baseadas em estudos prévios (Gomes, 1995; Gomes  et al., 
1994a,b; 1996, Gomes  et al. 2004; Martinho & Gomes 2007).  
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Após a consulta inicial, o paciente foi agendado para a 2º consulta, na qual os 
procedimentos de coleta e tratamento endodôntico foram realizados. As coletas 
foram realizadas nas bolsas periodontais (BP) e nos canais radiculares (CR) dos 
dentes selecionados.  As coletas nas BP foram denominadas de coletas periodontais 
(CP) e as coletas nos CR foram denominadas de coletas endodônticas (CE).  
As coletas nas BP ocorreram nos seguintes momentos: 
- Coleta Periodontal Inicial (CP1) 
- Coleta Periodontal após PQM (CP2) 
- Coleta Periodontal após Medicação Intracanal (CP3) 
As coletas nos CR ocorreram nos seguintes momentos: 
- Coleta Endodôntica Inicial (CE1) 
- Coleta Endodôntica após PQM (CE2) 
- Coleta Endodôntica após Medicação Intracanal (CE3) 
- Coleta Periodontal Inicial (CP1) 
O paciente realizou bochecho com CLX 0,12% (Periogard® Colgate) e o dente 
envolvido recebeu polimento coronário com pedra-pomes e taça de borracha.  
 Antes da coleta inicial, foi realizado o isolamento relativo do dente, com o 
auxílio de roletes de algodão e assim, minimizar a contaminação por saliva. 
 A coleta periodontal foi realizada na bolsa de maior profundidade de 
sondagem, através de cones de papéis absorventes estéreis/apirogênicos 
(esterilizados através de calor seco, em estufa por um período de tempo de 4 horas 
a 200ºC) calibre FM (Dentsply - Petrópolis,RJ). 
 Inicialmente, um cone de papel absorvente era introduzido até o fundo da 
bolsa periodontal permanecendo por 1 minuto. Em seguida, esse cone era 
transferido para frascos de vidro apirogênicos e armazenados em freezer -20 °C. 
Essa primeira coleta era destinada para a análise de endotoxinas. 
 Posteriormente, 3 cones de papel absorvente, um de cada vez, foram 
introduzidos novamente na bolsa periodontal e também permanecendo por 1 minuto 
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cada um. Esses cones foram transferidos para tubos do tipo eppendorfs previamente 
esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido VMGA III – 
Viability Medium Goteberg Agar (Dahlén  et al., 1993) e transportados em jarros a 
vácuo para o Laboratório de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP-
UNICAMP (APÊNDICE III). Esses eppendorfs foram congelados em freezer -20°C. 
Essa segunda coleta era destinada para a análise microbiológica. Os procedimentos 
de coleta periodontal estão representados na Figura 2. 
Figura 2 – Procedimentos de coleta periodontal.  A – Polimento com pedra pomes;  
        B – Coleta inicial da bolsa periodontal de maior profundidade estudo 
  
 
    
Fonte: Duque TM, 2012. 
 Após a realização da coleta inicial da bolsa periodontal, o dente foi preparado 
para as coletas endodônticas. 
Alguns princípios foram observados na coleta das amostras: utilização de 
técnicas assépticas, remoção de contaminantes coronários, isolamento absoluto, 
desinfecção do campo operatório, fácil acesso para a coleta das amostras e evitar 
contaminação química do espaço pulpar. 
-  Coleta Endodôntica Inicial (CE1) 
 Para a fase de acesso coronário, a água proveniente do equipo foi cessada, 
sendo a irrigação realizada manualmente com solução salina (SS) estéril e 
apirogênica. Brocas de alta rotação diamantadas estéreis/ apirogênicas 
A B
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(esterilizadas através de calor seco, em estufa por um período de tempo de 4 horas 
a 200ºC) esféricas 1012HL, 1014HL, 1016Hl e tronco cônica de ponta inativa 3082 
(K.G. Sorensen Ltda, Barueri, SP, Brasil) foram utilizadas para a remoção de 
esmalte e dentina.  
 Quando, clinicamente, observava-se uma fina camada de dentina separando 
o teto da cavidade pulpar, o isolamento absoluto era realizado. O isolamento foi 
realizado com lençol de borracha (Madeitex, São Paulo, Brasil) e, o vedamento da 
interface coroa/lençol com cianoacrilato (Super Bonder; Loctite, SP) para evitar uma 
possível infiltração com saliva.  
Após o isolamento, foi realizado a anti-sepsia do campo operatório (superfície 
externa da coroa, grampo, lençol de borracha, arco e cianoacrilato). Este 
procedimento foi realizado com swabs estéreis umedecidos, primeiramente, em 
H2O2 a 30% (v/v) e depois em NaOCl 5,25% por 30 segundos cada, sendo 
subseqüentemente neutralizados com solução estéril de tiossulfato de sódio 5% 
(Möller 1981) (Figura 3). Dando continuidade a confecção da cavidade de acesso, 
nova broca estéril/ apirogênica foi utilizada. Nesse momento, foi realizada a remoção 
completa do teto da câmara pulpar, sendo a irrigação novamente realizada 
manualmente com SS estéril e apirogênica. Após a abertura coronária completa, o 
campo operatório foi submetido novamente ao mesmo processo de desinfecção, 
como descrito anteriormente. 
 Para as coletas endodônticas, inicialmente um cone de papel absorvente 
estéril/apirogênico calibre F Dentsply (Petrópolis,RJ) foi introduzido no comprimento 
total do canal (determinado pela radiografia inicial) permanecendo por 1 minuto. Em 
seguida, esse cone era transferido para frascos de vidro apirogênicos e congelados 
em freezer -20 °C. Essa primeira coleta era destinada para a análise de endotoxinas. 
Posteriormente, 3 cones de papel absorvente, um de cada vez, foram 
introduzidos como descrito previamente para o canal radicular, permanecendo por 1 
minuto cada um. Esses cones foram transferidos para tubos do tipo eppendorfs 
previamente esterilizados, contendo 1,0 mL do meio de transporte pré-reduzido 
VMGA III – Viability Medium Goteberg Agar (Dahlén  et al., 1993) e transportados em 
jarros a vácuo para o Laboratório de Microbiologia da disciplina de Endodontia da 
FOP-UNICAMP. Esses eppendorfs foram congelados em freezer -20°C. Essa 
segunda coleta foi destinada para a análise microbiológica. 
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 Nos casos de dentes multirradiculares, a amostra foi coletada do canal 
radicular associado à bolsa periodontal de maior profundidade, de maneira a 
confinar o exame microbiológico e endotóxico a um único ambiente ecológico. 
Dentes com comprometimento periodontal podem apresentar uma grande 
incidência de canais atrésicos, prejudicando a coleta através de cones de papel 
absorvente. Nos casos onde observava-se essa dificuldade, uma lima tipo Kerr #10 
ou #15 estéril/apirogênica de pequeno diâmetro era inserida até o comprimento total 
do dente. Logo em seguida, as coletas foram realizadas. 
As ilustrações desses procedimentos de coleta endodôntica estão 
representadas na Figura 4. 
Figura 3 – Procedimentos de coleta endodôntica.  A – Isolamento absoluto após                        
avaliar uma fina camada de dentina; B – Desinfecção do campo operatório: dente e 
grampo; C – Desinfecção do campo operatório: arco e lençol de borracha. 
Fonte: Duque TM, 2012. 
 Fonte: Duque TM, 2012. 
Fonte: Duque TM, 2012. 
•Preparo dos canais radiculares  
Após as coletas iniciais (periodontal – CP1 e endodôntica – CE1), a câmara 
pulpar foi descontaminada com CLX gel 2% (Endogel TM, Itapetininga, SP, Brasil). O 
preparo da entrada dos canais foi complementado com a realização dos desgastes 
compensatórios, utilizando a ponta diamantada tronco cônica # 3082 e as brocas de 
largo # 2 e # 3. 
CBA
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Figura 4 – Procedimentos de coleta após exposição pulpar.  A – Exposição pulpar; B – 
Remoção de todo o teto da câmara pulpar; C – Coleta inicial do canal radicular associado a 
bolsa periodontal de maior profundidade. 
 
Fonte: Duque TM, 2012. 
O preparo dos 2/3 iniciais do canal radicular foi feito com o instrumento 
rotatório de Níquel-Titânio Hero 20.06 (Micromega, Besançon, França). No mesmo 
comprimento, o próximo passo foi a inserção das brocas de Gates-Glidden em 
ordem decrescente #5, #4, #3, #2 em direção “crown-down”. Em seguida, a 
odontometria foi feita com o auxílio de um localizador apical (Novapex, Forum 
Technologies, Rishon le-Zion, Israel) e a patência verificada com limas manuais tipo 
K #10 ou #15 (aquela que se ajustar melhor ao diâmetro do canal). Logo após, todo 
o comprimento do canal foi instrumentado com limas rotatórias de NiTi – Mtwo.  
A instrumentação com limas rotatórias de NiTi – Mtwo foi realizada seguindo a 
seqüência recomendada pelo fabricante: Mtwo 10/.04; Mtwo 15/.05; Mtwo 20/.06; 
Mtwo 25/.06; Mtwo 30/.05. O comprimento de trabalho estipulado para todas as 
limas foi 1 mm além do forame apical com movimentos leves, inserindo e removendo 
a lima do canal radicular, evitando sempre qualquer força no sentido apical.  
Durante o PQM (PQM), os canais foram preenchidos com CLX gel 2% e 
irrigados com  5 mL de soro fisiológico após cada utilização de lima.  
Após a instrumentação, os canais foram irrigados com 4,0 mL de solução de 
tween 80 + lecitina de soja 0,07%, para neutralizar a ação da substância química-
auxiliar (Siqueira  et al., 1998). Uma nova irrigação com 4,0 mL de solução fisiológica 
foi realizada. Então, 1,0 mL de Ácido Diaminotetracético (EDTA) foi inserido no 
CBA
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interior do canal radicular por 3 minutos , sendo feita a troca a cada 1 minuto. A 
irrigação final foi realizada com 3,0 mL de solução fisiológica estéril. 
- Coleta Endodôntica após PQM (CE2)  
Após o PQM, nova coleta do canal radicular foi realizada (CE2), da mesma 
maneira que a CE1. A CE2 foi realizada após o uso do EDTA 17%. 
Logo em seguida, os dentes foram distribuídos em 3 grupos. Essa divisão foi 
realizada por sorteio. 
  
• Grupo I: (n=10) - Sessão única, sem uso de medicação intracanal. 
•  Grupo II: (n=11, MIC por 30 dias) - os canais deste grupo foram secos com 
cones de papel e preenchidos com Ca(OH)2  + CLX-gel 2 % (2:1).   
•  Grupo III: (n=11, MIC por 30 dias): os canais deste grupo foram secos com 
cones de papel e preenchidos com Ca(OH)2 + SS estéril (1:1).  
 Os dentes do grupo I eram imediatamente obturados após o PQM e, nos 
dentes do Grupo II e III, a medicação era colocada com o uso de lentulo. Para todos 
os grupos, foi colocada uma camada de aproximadamente 2 mm de Coltosol, 
aplicação de ácido fosfórico 37% por 15 segundos, adesivo Single Bond 3M® (3M 
Dental Products, St Paul, EUA) e 3 mm de resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental 
Products, St Paul, EUA) (Figura 5). 
Foram realizadas radiografias periapicais imediatamente após a colocação 
das medicações intracanais contendo Ca(OH)2 para mostrar que os canais  estavam 
bem preenchidos. 
       - Coleta Periodontal após PQM (CP2) 
Após selamento coronário e remoção do isolamento absoluto, nova coleta da 
bolsa periodontal foi realizada, como descrito anteriormente na CP1. 
•Remoção da medicação intracanal e Preparo para Obturação 
Após 30 dias de MIC, os pacientes foram novamente atendidos. As 
características clínicas periodontais foram avaliadas e anotadas na ficha clínica.  
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- Coleta Periodontal após Medicação Intracanal (CP3) 
Seguindo os princípios das primeiras coletas (CP1 e CP2), novas coletas para 
endotoxinas e avaliação microbiológica foram realizadas (CP3). Essas coletas foram 
realizadas para os pacientes dos grupos II (Ca(OH)2 + CLX-gel 2%) e III (Ca(OH)2 + 
SS). Os pacientes do grupo I não tiveram a coleta após a MIC. No entanto, 30 dias 
após a obturação, eles foram agendados e coletas das bolsas periodontais também 
foram realizadas. Nesse período de 30 dias de MIC, os pacientes não receberam 
tratamento periodontal. 
Figura 5 – Procedimento após PQM. A – Aspecto dos 
canais radiculares após instrumentação; B – Aspecto final 
da coroa do dente após instrumentação, que foi selado 
com resina composta 
                         Fonte: Duque TM, 2012. 
- Coleta Endodôntica após Medicação Intracanal (CE3) 
 Após a coleta da bolsa periodontal, foi realizado o isolamento absoluto, 
desinfecção do campo operatório, abertura coronária seguida de nova 
descontaminação como descrito previamente na coleta inicial do canal radicular.  
Os canais, então, foram irrigados com 10mL de solução fisiológica no intuito 
de remover a MIC e possibilitar a coleta do canal. Novas coletas para endotoxinas e 
avaliação microbiológica foram realizadas (CE3) como descritas anteriormente nas 
CE1 e CE2. 
BA
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Para f inal ização do tratamento endodôntico, os canais foram 
reinstrumentados com uma lima manual K#15 ou K#20 para remoção da medicação 
e irrigados com 5 mL de solução fisiológica. Os canais foram inundados com CLX 
gel 2% e a prova do cone foi realizada e confirmada radiograficamente. O EDTA 
17% foi aplicado por 3 minutos sob agitação constante com cones de guta percha, 
com troca a cada 1 minuto. 
 Os canais foram secos com cones de papel calibrados e obturados através 
da técnica do cone modelado apical associado à condensação vertical 
(Termocompactador  Easy Endo® + Condensador Konne®). Logo em seguida, a 
embocadura do canal foi preenchida com Coltosol® e o dente definitivamente 
restaurado com resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental Products, St. Paul,USA). 
Ao final desse procedimento, foi realizada a radiografia final do tratamento 
endodôntico. A análise das radiografias foi realizada com auxílio de um 
negatoscópio, primeiramente a olho nu e depois, juntamente com uma lupa 
estereoscópica (com aumento de 10X). 
Todos os pacientes da pesquisa foram aconselhados a retornar e continuar 
sob terapia de manutenção e acompanhamento periodontal. Um ano após a 
realização do tratamento endodôntico, os pacientes foram chamados para avaliação 
clínica e radiográfica. Dessa forma, foram realizados todos os testes clínicos e estes 
foram anotados na ficha clínica. Nova radiografia foi realizada e esta comparada à 
radiografia inicial do tratamento.  
4.4. ANÁLISE POR PCR 
PCR (Técnica da reação em cadeia da Polimerase) foi utilizado para a análise 
da presença de bactérias alvos como: Fusobacterium nucleatum, Prevotella 
intermédia, complexo vermelho (Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e 
Treponema denticola), Gemella morbillorum e Parvimonas micra nas coletas das 
bolsas periodontais e dos canais radiculares em todas as etapas do tratamento. 
Esses micro-organismos estão, normalmente, presentes em infecções periodontais e 
pulpares. 
4.4.1. Extração do DNA bacteriano  
B
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A extração de DNA foi realizada com o QIA amp DNA kit (QIAGEN, 
Chatsworth, CA, USA) de acordo com as instruções do fabricante. 
4.4.2. Reação de PCR  
A reação de PCR foi processada na quantidade de 25 µL de uma mistura de 
reagentes (Master Mix) contendo as quantidades especificadas no Quadro 1 para 2 
µL do DNA da amostra (Quadro 2). 
A Taq DNA Polimerase escolhida foi a Platinum®Taq DNA Polymerase 
(Invitrogen® - Life Technology do Brasil) que não se degrada com o aumento 
gradativo da temperatura, podendo ser acrescentada diretamente na mistura (Mix) 
da reação evitando a necessidade de hot start. 
Quadro 2 - Proporções dos reagentes no Master Mix 
Para determinar a temperatura de anelamento ideal, reações de PCR 
contendo primers espécie-específicos (Quadro 3) foram realizadas em um aparelho 




Tampão (10 x Reaction buffer Invitrogen ® - Life Technology do 
Brasil)
2,5 µL
DNTPs (Invitrogen ®   - Life Technology do Brasil): 0,5 µL
MgCl 2 (Invitrogen ®   - Life Technology do Brasil) 1,25 µL
H2O MiliQ 17,625 µL
Primer Forward 100µM (Invitrogen ®   - Life Technology do 
Brasil)
0,75 µL
Primer Reverse 100µM (Invitrogen ®   - Life Technology do 
Brasil)
0,75 µL
Taq Platinum (Invitrogen ®   - Life Technology do Brasil) 0,125 µL
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(MJ96G, Biocycler, termocicladores, Curitiba, SC, Brasil) utilizando amostras ATCCs 
correspondentes e baseadas na literatura de suporte.  
Além das amostras, foram utilizados como controles positivos o DNA 
genômico purificado dos micro-organismos, e como controle negativo, água MiliQ 
esterilizada.  
Quadro 3 - Primers específicos a serem analisados 
"   
4.4.3. Eletroforese  
As amostras, após a reação de PCR (produtos da amplificação), foram 
conservadas a 4°C ou analisadas imediatamente por eletroforese. Utilizou-se o gel 
de agarose a 1% (Invitrogen® - Life Technology do Brasil) em tampão de Tris-borato 
EDTA (pH 8,0) e corado com brometo de etídio (5ug/mL-Invitrogen® - Life 
Technology do Brasil). 
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Foi incluído em cada gel, um padrão de peso molecular de 100 bp (DNA 
ladder, Invitrogen® - Life Technology do Brasil). Após o término de cada corrida (60 
volts por 1 hora), as bandas foram observadas com auxílio de um transiluminador de 
luz ultravioleta. A documentação fotográfica dos géis foi obtida com o sistema Image 
Master-VDS (Pharmacia Biotech, Cambridge, Inglaterra) e a captura das imagens 
foram realizadas pelo programa LISCAP Image Capture software. As imagens 
ilustrando esta etapa estão na Figura 6. 
Figura 6 - Processamento das amostras pelo método de PCR. A- Kit de extração de DNA; B- 
Centífuga; C – Reagente para a reação de PCR; D – Termociclador; E - Sistema de 
eletroforese; F - Gel de agarose na cuba; G - Sistema de imagens para leitura dos géis; H - 
Imagem do Gel referente à Treponema denticula. 
Fonte: Duque TM, 2012. 
4.5. ANÁLISE POR SEQUENCIAMENTO 
 O Next Generation Sequencing utilizando o MiSeq Illumina foi usado para 
sequenciar o gene 16S, nas regiões V1-V3 e V4-V5 das amostras de DNA dos CR e 
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do Microbiota Oral Humano (Human Oral Microbiome Database - HOMD) usando da 
bioinformática QIIME e PhyloToAST para identificação bacteriana. 
 Essa metodologia foi realizada no  Molecular and Cellular Imaging Center 
(MCIC) facility na cidade de Wooster, OH. 
4.6. QUANTIFICAÇÃO DE ENDOTOXINAS  
Para a quantificação de endotoxinas foi utilizado o método turbidimétrico de 
detecção: Kit Pyrogent® -5000 (Lonza, Walkersville, MD, EUA) - uma preparação de 
Lisado de Amebócito Limulus (LAL). 
O método turbidimétrico quantitativo é baseado no fato de que qualquer 
aumento na concentração de endotoxinas causa um aumento proporcional na 
turbidez devido à precipitação de uma proteína coagulável (coagulogênio) no lisado. 
Procede-se à leitura da densidade óptica de várias diluições da substância a ser 
analisada contra a curva-padrão e são obtidas medidas quantitativas de 
endotoxinas, em grande faixa de concentrações. Nesta técnica cinética, mede-se o 
tempo necessário para se atingir uma absorbância pré-determinada da mistura de 
reação ou a velocidade de desenvolvimento da turbidez. 
O teste LAL Pyrogent-5000 é um ensaio cinético quantitativo para detecção de 
endotoxina de bactérias gram-negativas. Esse teste utiliza uma preparação de 
Lisado do Amebócito Limulus (LAL), em combinação com um incubador fotométrico 
e um software apropriado, para detecção fotométrica da endotoxina. Uma amostra é 
misturada com o reagente LAL reconstituído, colocada em um fotômetro e 
monitorada automaticamente até o desenvolvimento de uma aparência de turvação 
(densidade ótica). O tempo necessário antes da aparição da turvação (tempo de 
reação) é inversamente proporcional à quantidade de endotoxina presente. A 
concentração de endotoxina em amostras desconhecidas pode ser calculada a partir 
de uma curva-padrão (Figura 7). 
Para realização do teste LAL Pyrogent-5000, todos os materiais que entrassem 
em contato com a amostra ou reagentes do teste deveriam estar apirogênicos (livre 
de endotoxinas). Os materiais tornaram-se apirogênicos quando submetidos ao calor 
seco (estufa) a 250ºC por um período de 30 minutos ou por energia ionizante 
A B
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(EMBRARAD, Cotia, SP). A radiação gama consiste na exposição dos produtos a 
ação de ondas eletromagnéticas curtas, geradas a partir de fontes seladas de 
Cobalto 60. Outros materiais já se apresentavam apirogênicos e esterilizados 
oriundos de fábrica (Lonza, Walkersville, MD, EUA). 
O kit Pyrogent-5000 apresenta: 1) Pyrogent-5000 LAL Reagente; 2) Endotoxina 
de Escherichia Coli 055:B5; 3) Tampão de reconstituíção Pyrogent-5000. 
Para a realização do teste foi utilizado: 1) Água Reagente LAL (Lonza, 
Walkersiville, MD, EUA); 2) Hidróxido de sódio 0.1 N ou Ácido clorídrico 0.1N, 
dissolvido em água reagente LAL, para ajuste do pH da amostra, se necessário; 3) 
Tubo de vidro descartável para diluíção, isentos de endotoxina; 4) Ponteira estéril 
descartáveis de 10 µL, 200 µL e 1000 µL; 5) Microbiofilme (96 poços – 12 colunas e 
8 fileiras ) estéril descartável e apirogênico (Corning Costar, Cambridge, MA, UK); 6) 
Multipipetador de 8 canais; 7) Reservatório de reagente (Lonza, Walkersiville, MD); 
8) Leitor de microplacas (Biotek, Bio-Rad Laboratories); 9) Software WinKQCL® 
(Lonza, Walkersiville, MD); 10) Cronômetro e agitador vortex. 
Figura 7 - Processamento de endotoxinas pelo ensaio LAL. A - Kit de endotoxinas 
composto por água apirogênica, Tampão de reconstituição Pyrogent-5000 LAL, Reagente 
Pyrogent-5000 LAL e Endotoxina E. coli 055:B5; B - Leitor Biotek (ELX 808, Winooski, VT, 
EUA); C - Software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA); C – Resultado da 
concentração de endotoxinas da bolsa periodontal inicial do paciente 2. 
Fonte: Duque TM, 2012. 
C
A B C
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Para o cálculo da concentração de endotoxina em amostras desconhecidas, foi 
estabelecida uma curva-padrão com quantidades conhecidas de endotoxina 
(Escherichia coli). Esta foi preparada utilizando soluções com concentrações 0,01 
EU/mL, 0,10 EU/mL, 1 EU/mL, 10 EU/mL, 100 EU/mL como descrito no Quadro 4. 
Quadro 4 - Valores de endotoxinas para estabelecimento da curva-padrão 
"  
Os valores da absorbância das soluções de endotoxina previamente 
preparadas foram espectrofotometricamente medidos a 340 nm no leitor Biotek (ELX 
808, Winooski, VT, EUA). A absorbância a 340 nm foi linear com os intervalos de 
concentração usados. A linearidade da curva padrão dentro do intervalo de 
concentração foi usada para determinar os valores de endotoxina.  
Curva padrão determinada a partir da diluição da solução de E. coli – 
utilizada como parâmetro para o cálculo das concentrações de endotoxinas das 
amostras, com base na endotoxina da E. coli 055:B5 com concentração conhecida 
de 100 EU/mL. A reprodutibilidade pode ser verificada pela comparação das 
diferentes curvas (Figura 8). 
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"  
Figura 8 - Gráfico da curva-padrão 
4.5.1. Procedimentos para execução do teste 
Foi impresso um esboço com o posicionamento da água apirogênica, da 
curva padrão, das amostras e do controle positivo do produto (PPC) na placa de 96 
poços (Corning Costar Corporation, Cambridge, MA, EUA). Em seguida, foi 
dispensado cuidadosamente no interior dos poços da microplaca: 100 µl das 
amostras e 100 µl dos controles positivos das mesmas, ambas em duplicata. Nas 
amostras controles foram dispensados 10 µl da endotoxina na concentração de 10 
EU/mL, evitando a formação de bolha. Após o preenchimento das amostras e dos 
respectivos controles previamente contaminados com E. coli, foi dispensado 
cuidadosamente no interior dos poços da microplaca: 100 µl de água apirogênica 
(branco), padrões de endotoxina (100 µl da concentração de 0,01 EU/mL; 0,1 EU/
mL; 1 EU/mL; 10 EU/mL e 100 EU/mL). A placa foi pré-incubada por ≥ 10 minutos a 
37ºC + 1ºC, no leitor Biotek (ELX 808, Winooski, VT, EUA). Próximo ao final do 
período de pré-incubação, cada frasco de reagente Pyrogent-5000 foi reconstituído 
com 5,2 mL de tampão de reconstituição Pyrogent-5000, que foi todo misturado 
levemente. Após isso, foi dispensado rapidamente 100 µL do reagente reconstituído 
de Pyrogent-5000 dentro de todos os poços da microplaca, iniciando pela primeira 
coluna (A1-H1) e procedendo em sequência até a última coluna utilizada. Com a 
tampa da placa removida iniciou-se a leitura.  
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4.5.2. Cálculo da concentração de endotoxinas  
De forma contínua, durante todo o ensaio, o leitor de microplacas foi 
monitorado na absorbância de 340 nm de cada poço da microplaca. Usando a leitura 
de absorbância inicial de cada orifício como seu próprio branco, o leitor determina o 
tempo necessário para que a absorbância aumente a 0,03 unidades. Este tempo é 
denominado tempo de reação. O software WinKQCL (Lonza, Walkersville, MD, EUA) 
executa automaticamente uma correlação linear log/log do tempo de reação de cada 
padrão com a concentração de endotoxina correspondente. Os parâmetros da 
curva-padrão foram impressos no relatório. Se o valor absoluto do coeficiente de 
correlação (r) for igual a 0,980, um modelo polinomial pode ser usado para construir 
uma curva padrão e, assim, predizer as concentrações de endotoxina das amostras 
de teste. 
4.6. QUANTIFICAÇÃO DE METALOPROTEINASES 
                                 
       Para quantificação dos níveis das metaloproteinases (MMP-2, MMP-3, 
MMP-8, MMP-9 e MMP-13) das bolsas periodontais e dos canais radiculares, 
empregou-se ensaio imunoenzimatico (ELISA) e kits comerciais específicos 
Quantikine (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA ou Biolegend, San Diego, CA, 
USA). Todas as reações foram desenvolvidas segundo as recomendações dos 
fabricantes. 
Para essa análise, todas as amostras que estavam congeladas em criotubos, 
foram descongeladas e, suspensas em 1 mL de água apirogênica / estéril e depois 
voltejadas por 1 minuto. 
  Nos ensaios, as concentrações dos anticorpos monoclonal para cada MMP 
utilizadas nas curvas-padrão, foram recomendadas pelos fabricantes (R & D 
Systems e Biolegend). O kit utiliza a técnica "sanduíche" de ensaio imunoenzimático 
quantitativo. Um anticorpo anti-humano monoclonal, específico para as respectivas 
MMPs, foram pré-revestidos em uma placa de 96 poços. Em seguida, amostras da 
curva-padrão e das amostras foram adicionadas em cada poço e a placa foi 
incubada à temperatura ambiente durante 2 h. A presença de MMP-2, MMP-3, 
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MMP-8, MMP-9 e MMP-13 vai ligar ao anticorpo imobilizado. Após 2 horas, a placa 
foi lavada para a remoção de proteínas não ligadas ao anticorpo. Depois, um 
anticorpo ligado a enzima policlonal específico para cada MMP foi adicionado em 
cada poço. A placa foi incubada à temperatura ambiente durante mais 2 horas, e os 
poços lavados novamente para remoção de reagentes não ligados ao anticorpo da 
enzima. Em seguida, uma solução de substrato foi adicionada e toda a cor 
desenvolvida foi proporcional à quantidade de MMPs específicas ligadas na etapa 
inicial, seguindo as instruções dos fabricantes.  
 Após uma incubação de 20 min a 30 min, uma solução de "stop" foi 
adicionado à reação. A intensidade da cor (densidade óptica) foi medida utilizando 
um leitor de microplacas a 450 nm- 540 nm) dentro de 30 min. Uma curva-padrão 
específica para cada MMP foi determinada. Em seguida,a quantidade de MMPs de 
cada amostra (quantidade total) foi calculada e uma concentração determinada 
(Figura 9). 
Figura 9 - Processamento de metaloproteinases. A - kit para monitoramento de MMPs; B - 
Biofilme contendo o anticorpo para a leitura; C - Leitor de Elisa associado ao computador; D 
- Resultado da curva padrão e do monitoramento de MMPs nas amostras 
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ANÁLISE ESTATÍSTICA 
 Para a análise dos dados foi considerado o dente como unidade amostral. A 
normalidade dos dados foi verificada pelo teste Shapiro-Wilk. Para a avaliação do 
número de micro-organismos encontrados no PCR em cada etapa do tratamento 
endodôntico foi utilizado o teste Friedman. Para avaliação dos níveis de endotoxina 
foi utilizado o teste Wilcoxon. Para a correlação entre o número de micro-organismos 
e os níveis de endotoxinas foi utilizado o teste de regressão linear simples. Para as 
correlações microbianas foi utilizado o teste de Pearson. Para a avaliação dos níveis 
de metalproteinases foi utilizado o teste ANOVA e Tuckey. Para análise no 
sequenciamento, foi utilizado o teste PCOA 
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5 RESULTADOS 
5.1. CARACTERÍSTICAS CLÍNICAS  
Foram avaliados 21 pacientes, totalizando 32 dentes que apresentavam 
bolsas periodontais maiores ou igual a 6 mm em uma das faces. Esses dentes não 
apresentavam sangramento associado a profundidade de sondagem e todos 
estavam sob terapia periodontal por no mínimo 6 meses. Durante o tratamento 
periodontal, os dentes não apresentaram nenhum tipo de resposta positiva à terapia, 
e a profundidade das bolsas aumentaram gradativamente. Somado a isso, esses 
pacientes se queixavam de aumento da sensibilidade dentinária, principalmente 
após a terapia periodontal. Durante o exame clínico, todos os pacientes relataram 
uma hipersensibilidade aumentada durante o teste térmico a frio. 
Os dados referentes a idade dos pacientes e alguns parâmetros clínicos e 
periodontais estão apresentados na Tabela 1. 
Tabela 1 - Características gerais dos 32 dentes que compuseram o estudo. 
Parâmetro Dados amostrais
Idade (média) 38 (± 15)
Gênero (Masculino/Feminino) 11/10
Estado da coroa Hígido/Restaurado 21/11
Uni/multirradicular 16/16
Profundidade de sondagem (mm) 9 (± 2)
Nível de Inserção clínico (mm) 10 (± 2)
Presença de mobilidade – n(%) 32 (100%)




 Micro-organismos foram detectados em todas as amostras iniciais das bolsas 
periodontais. P gingivalis e P. micra foram as bactérias mais prevalentes em todas as 
etapas do tratamento endodôntico. A Tabela 2 mostra a frequência das bactérias 
pesquisadas em cada uma das etapas. 
Tabela 2 – Frequência das bactérias encontradas nas bolsas periodontais em cada uma   
das etapas do tratamento endodôntico 
 Avaliando as etapas da terapia endodôntica, não houve diminuição na 
frequência total  de micro-organismos encontrados nas bolsas periodontais após o 
PQM. Entretanto, houve uma redução estatisticamente significante entre a coleta 
inicial e após uso da MIC (p < 0.05). 
 Quando avaliados individualmente os micro-organismos, houve diminuição da 
frequência de T. forsythia (p=0,038), P. micra (p=0,012), P. gingivalis (p=0,041) e P. 
intermedia (p=0,011) após o uso da MIC (p<0,05). A frequência de T. denticola e F. 









Tannerella forsythia 12 11 8
Treponema denticola 17 12 13
Parvimonas micra 29 25 15
Fusobacterium nucleatum 15 13 14
Porphyromonas gingivalis 26 24 19
Prevotella intermedia 11 9 4
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 Houve associação entre a presença de P. gingivalis com P. micra e P. 
gingivalis com F. nucleatum encontradas nas coletas iniciais das bolsas periodontais 
(p<0,05) (Pearson=0,92).  
Canal Radicular 
Pelo menos uma bactéria alvo foi detectada em cada uma das etapas 
operatórias dos canais radiculares de todos os dentes avaliados. Os micro-
organismos mais frequentemente encontrados nas coletas iniciais dos canais 
radiculares, após PQM e após a medicação foram P gingivalis e P. micra. A Tabela 3 
mostra a frequência das bactérias pesquisadas em cada uma das etapas. 
Tabela 3 – Frequência das bactérias encontradas nos canais radiculares em cada uma                        
das etapas do tratamento endodôntico 
 Avaliando as etapas da terapia endodôntica, não houve diferença estatística 
quanto a frequência total de micro-organismos encontrados nos canais radiculares 
em todas as etapas clínicas (p = 0,14). Não houve associação entre as bactérias. 
 Quando avaliados individualmente, houve únicamente diminuição na 








T. forsythia 2 2 1
T. denticola 1 0 0
P. micra 7 13 7
F. nucleatum 6 1 1
P. gingivalis 15 14 9
P. intermedia 0 1 3
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5.3. PIROSEQUENCIAMENTO 
Na análise do pirosequenciamento foram avaliadas 32 amostras iniciais dos 
canais radiculares e bolsas periodontais, além das 22 amostras de canais 
radiculares e bolsas periodontais dos pacientes que receberam medicação 
intracanal (Grupos I e II).  
A diversidade microbiana encontrada em ambos os sítios foi significativamente 
diferente (Figura 10). 
Figura 10 - Distribuição das coletas iniciais de canais radiculares e bolsas                   
                  periodontais. 
  
Nota: EB (Endo Before) são as coletas iniciais do Canal radicular e PB (Perio Before) são as 
coletas iniciais da Bolsa Periodontal. 
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Na análise do pirosequenciamento, as bolsas periodontais e os canais 
radiculares foram distribuídos e comparados de acordo com a característica clinica 
do dente: hígido (amostras de baixo risco) ou restaurado (amostras de alto risco). 
Houve diferenças significativas entre todos esses grupos, como representado na 
Figura 11. 
A porcentagem de bactérias encontrada nas coletas iniciais das bolsas 
periodontais e dos canais radiculares está  representada nas Figuras 12 e 13. Na 
Figura 12 observa-se a presença das espécies bacterianas de forma geral e a na 
Figura 13 de acordo com a condição clínica do dente avaliado (hígido ou 
restaurado), sendo que os pacientes de alto e baixo risco apresentam maiores 
expressões de bactérias gram-negativas nas bolsas periodontais, do que de 
bactérias gram-positivas. Situação contrária é observada nos canais radiculares e 
nos pacientes de baixo e alto risco. 
Figura 11 - Distribuição das coletas iniciais de canais radiculares e bolsas periodontais 
quando comparados os dentes hígidos e restaurados 
Nota: Low Risk EB (Endo Before) são as coletas iniciais do Canal radicular dos dentes 
hígidos. High Risk EB (Endo Before) são as coletas iniciais do Canal radicular dos dentes 
restaurados.  Low Risk PB (Perio Before) são as coletas iniciais das Bolsa Periodontal dos 
dentes hígidos.  High Risk PB (Perio Before) são as coletas iniciais das Bolsa Periodontal 
dos dentes restaurados.  
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Figura 12 - Distribuição das espécies bacterianas dos 32 dentes. 
Figura 13 - Distribuição das espécies bacterianas associada a condição clínica 
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A Figura 14 representa a árvore fenotípica de todas as espécies encontradas 
nas amostras iniciais de canais radiculares e bolsas periodontais. 
Figura 14 - Representação da árvore fenotípica de todas as espécies encontradas nas         
                  amostras iniciais de canais radiculares e bolsas periodontais. 
 
Nota: EB (Endo Before) e PB (Perio Before). 
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Além das bactérias presentes em ambos os sítios, podemos observar a 
predominância de espécies em sítios específicos: bolsas periodontais e canais 
radiculares (Quadros 5 e 6).  
Avaliando os 22 dentes que receberam medicação intracanal durante a terapia 
endodôntica, temos diferenças entre as bolsas periodontais e os canais radiculares 
nas coletas iniciais e após o uso dessa medicação. Podemos sugerir que o 
tratamento endodôntico com a medicação ajudou a diversificar a microbiota desses 
dois sítios (Figura 15). 
Figura 15 - Distribuição das coletas iniciais e coletas após medicação intracanal 
Nota: EB (Endo Before) são as coletas iniciais do Canal radicular, PB (Perio Before) são as 
coletas iniciais da Bolsa Periodontal, PAM (Perio after medication) são as coletas da bolsa 
periodontal após a medicação intracanal, EAM (endo after medication) são as coletas do 
canal radicular após a medicação intracanal 
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Quadro 5 – Bactérias específicas encontradas apenas em canais radiculares.  
Quadro 6 – Bactérias específicas encontradas apenas em bolsas periodontais . 
Canais radiculares
Lactobacillus rapi Propionibacterium HOT 
915
Singela denitrificans












Oribacterium HOT 108 Afilia HOT 636 Prevotella bivia
Olsenella profusa Leptothrix HOT 025
Bolsas Periodontais
Lactobacillus panis Eubacterium X G-1 suici Selenomonaos HOT 
138
Gemela bergeri Dialister HOT 119 Selenomonaos HOT 
126
Mycoplasma lipophilum Dialister HOT 502 Selenomonaos 
infelix










Selenomonaos HOT 501 Singela oralis
Morcela HOT 419 Selenomonaos sputigena Neisseria 
baciliformis
Morcela HOT 097 Selenomonaos HOT 133 Eikenella HOT 011
Oribacterium HOT 102 Selenomonaos HOT 146 Neisseria oralis
Johnsonella HOT 166 Selenomonaos HOT 479 Neisseria weaveri
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Leptotrichia HOT 217 Fretibacterium HOT 
358
Mogibacterium neglectum Leptotrichia HOT 498 Fretibacterium HOT 
452
Anaeroglobus geminatus Leptotrichia HOT 463 Fretibacterium HOT 
362
Veillonella HOT 780 Leptotrichia HOT 462 Porphyromonas 
HOT 275
Veillonella denticariosi Leptotrichia HOT 223 Porphyromonas 
catoniae
Veillonellaceae G-1 HOT 132 Leptotrichia HOT 225 Porphyromonas 
HOT 285
Veillonellaceae G-1 HOT 148 Olsenella sp Alloprevotella HOT 
912
Veillonellaceae G-1 HOT 155 Olsenella HOT 807 Alloprevotella HOT 
913




Veillonellaceae G-1 HOT 145 Actinomyces HOT 414 Prevotella enoeca
Prevotella HOT 299 Streptococcus HIT 055 Treponema HOT 
517
Prevotella micans Streptococcus HIT 486 Treponema HOT 
235
Prevotella HOT 301 Streptococcus HIT 074 Treponema HOT 
226
Prevotella oralis Streptococcus HIT 057 Treponema HOT 
238
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Quadro 6 – Bactérias específicas encontradas apenas em bolsas periodontais 
(conclusão).
Prevotella saccharolytica Streptococcus HIT 487 Treponema HOT 
234
Prevotella marshii Streptococcus HIT 056 Treponema HOT 
227
Prevotella HOT 475 Streptococcus HIT 065 Treponema HOT 
236
Prevotella shahii Enterococcus italicus Treponema HOT 
228
Prevotella HOT 472 Treponema HOT 271 Bergevella HOT 322
Prevotella HOT 293 Treponema HOT 258 Bergevella HOT 322
Prevotella HOT 292 Treponema HOT 490 Capnocytophga 
HOT 338
Previtella salivae Treponema HOT 260 Capnocytophga 
HOT 863
Prevotella oulorum Treponema HOT 270 Capnocytophga 
HOT 332
Prevotella HOT 820 Treponema pectinovorum Capnocytophga 
HOT 903
Prevotella HOT 315 Treponema HOT 262 Capnocytophga 
HOT 324
Prevotella HOT 515 Treponema HOT 257 Capnocytophga 
HOT 338
Prevotella pallens Treponema HOT 246 Capnocytophga 
HOT 863
Prevotella HOT 314 Treponema HOT 247 Capnocytophga 
HOT 332
Prevotella HOT 313 Treponema HOT 249 Capnocytophga 
HOT 903
Prevotella histicola Treponema HOT 518 Capnocytophga 
HOT 324
Prevotella veroralis Treponema HOT 252 Capnocytophga 
HOT 336
Streptococcus HIT 068 Treponema HOT 253 Capnocytophga 
HOT 902
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5.3.  QUANTIFICAÇÃO DE ENDOTOXINAS  
  Para a quantificação de LPS foram considerados os 32 dentes e as amostras 
avaliadas foram: as amostras iniciais, após PQM e após medicação intracanal dos 
canais radiculares e bolsas periodontais. 
 Bolsa Periodontal 
 LPS foram encontrados em 100% das bolsas periodontais iniciais, com média 
de 132 EU/mL. Após o PQM, os níveis continuaram alto e não houve diferença 
significativa  quando comparada com as amostras iniciais. No entanto, os níveis de 
LPS foram reduzidos significativamente após o uso da medicação intracanal, como 
mostra a Tabela 4. 
Tabela 4 - Valores (EU/mL) das diferentes coletas em bolsa periodontal. 
*Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa 
entres as diferentes etapas clínicas (Wilcoxon p <  0,05) 
 Houve uma correlação positiva entre o número de micro-organismos 
presentes nas coletas iniciais e os níveis de endotoxinas, ou seja, uma maior 
Quadro 6 – Bactérias específicas encontradas apenas em bolsas periodontais 
(conclusão).
Actinomyces HOT 171 Tanerella HOT 916 Capnocytophga 
HOT 864
Actinomyces gerencseriae Bacteroidetes G-5 HOT 
505
Inicial Após PQM Após MIC
Mediana 132,00 A 90,40 A 46,85 B
Max 551,00 585,00 225,00
Min 15,00 13,70 12,00
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diversidade de espécies foi diretamente relacionada com os maiores níveis de LPS 
(Teste de Spearman). 
Canal Radicular 
 Níveis inferiores de LPS foram encontrados nos canais radiculares nas 
diferentes etapas do tratamento endodöntico quando comparado às análises das 
bolsas periodontais e não houve diferença significativa após cada etapa. Entretanto 
os níveis de LPS foram reduzidos significativamente após o uso da medicação 
intracanal, como mostra a tabela 5. 
Tabela 5 - Valores (EU/mL) das diferentes coletas nos canais radiculares. 
*Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa 
entres as diferentes etapas clínicas (Wilcoxon p <  0,05) 
 Não houve correlação  entre o número de micro-organismos presentes e os 
níveis de endotoxinas (Teste de Spearman). 
5.3.  QUANTIFICAÇÃO DE METALOPROTEINASES 
  Para a avaliação das MMPs foram considerados apenas 15 dentes que 
utilizaram medicação intracanal à base de Hidróxido de cálcio. Para esta análise 
foram utilizadas as as iniciais e as amostras após medicação intracanal, tanto dos 
canais radiculares quanto das bolsas periodontais. 
Inicial PQM MIC
Mediana 0,10 A 0,07 A 0,01 B
Max 1,00 0,10 0,10
Min 0,10 0,01 0,01
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Bolsa Periodontal 
 Concentrações altas de MMPs foram observadas nas coletas iniciais. As 
MMPs que apresentaram maiores concentrações nas bolsas iniciais foram MMP-2 
(739,4 pg/mL), MMP-9 (484,0 pg/mL) e MMP-3  (320,1 pg/mL). Porém, esses níveis 
foram reduzidos significativamente após o uso da medicação intracanal. Após a MIC, 
as MMPs que apresentaram maiores concentrações foram MMP-9 (233,7 pg/mL)  e 
MMP-2 (180,0 pg/mL). Esses dados estão apresentados na Tabela 6. 
Tabela 6 - Valores (pg/mL) das diferentes MMPs avaliadas em bolsa periodontal. 
*Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa para cada MMP avaliada. 
Canal Radicular 
  Concentrações inferiores de MMPs foram observadas nas coletas iniciais 
quando comparado às análises das bolsas periodontais. Porém, esses níveis forem 
reduzidos significativamente após o uso da medicação intracanal, com exceção da 
MMP-3, que não apresentou diferença (Tabela 7). As MMPs que apresentaram 
maiores concentrações nas amostras iniciais foram MMP-8 (0,30 pg/mL) e MMP-2 
(0,21 pg/mL). 
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Tabela 7 - Valores (pg/mL) das diferentes MMPs avaliadas no periápice. 
*Letras diferentes indicam diferença estatisticamente significativa para cada MMP avaliada. 































Min 0,55 0,23 0,12 0,69 0,69 0,11 0,21 0,12 0,11 0,11
Max 0,10 0,03 0,06 0,11 0,10 0,07 0,11 0,08 0,06 0,08
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6 DISCUSSÃO 
6.1. Relações entre a Polpa e o Periodonto 
 A literatura é unânime em dizer que a doença pulpar pode iniciar ou manter 
uma doença periodontal (Bergenholtz & Lindhe, 1978; Czarnecki & Schilder, 1979; 
Harrington, 1979; Harrington & Steiner, 2002; Simon  et al., 1972; Kipioti  et al. , 
1984; Torabinejad & Tropo, 1996, Chen  et al., 1997; Walton & Torabinejad, 1997; 
Toledo & Rossetti, 2005). No entanto, o oposto ainda é controverso. Estudos 
clássicos mostram que a alteração mais comum na polpa de dentes com doença 
periodontal são alterações atróficas e degenerativas (Sinai & Soltanoff, 1973; 
Rubach & Mitchell, 1965; Kirkham, 1975; Seltzer & Bender, 1963). No entanto, a 
ausência de alteração pulpar também já foi relatada (Hattler & Listgarten, 1984; 
Mazur & Massler, 1964; Czarnecki & Schilder, 1979). 
 O presente estudo mostrou que os dentes com doença periodontal crônica 
podem apresentar pulpite diagnosticada pelo teste térmico como resultado de uma 
inflamação periodontal. Tais resultados concordam com outros ja existentes na 
literatura (Rubach & Mitchell, 1965; Cahn, 1927; Posteraro, 1961; Seltzer & Farber, 
1994; Nakane  et al., 1995; e Martin, 2000).  
 Semelhante situação foi apresentada por Kwon  et al. (2013) que concluíram 
que a degeneração e necrose pulpar em consequência de uma inflamação 
periodontal persistente, pode apresentar resposta positiva ao teste de sensibilidade 
pulpar, sugerindo que a polpa ainda não foi totalmente necrosada. Esta situação 
pulpar pode influenciar negativamente a cicatrização periodontal, assim como foi 
demostrada por Gupta  et al., (2015). Tal condição clínica foi identificada neste 
trabalho, onde todos os pacientes estavam sob terapia periodontal há mais de 6 
meses e não apresentaram resposta ao tratamento. 
 Mazur & Massler (1964) mostraram que a doença periodontal não influencia 
no estado pulpar. Eles sugeriram que a degeneração pulpar ocorre devido a fatores 
sistêmicos. No entanto, o presente estudo mostrou que a progressão da doença 
periodontal influencia significativamente a resposta pulpar. Esta situação foi 
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observada clinicamente através do teste térmico a frio associado a altos níveis de 
profundidade de sondagem. O mesmo foi observado por Paul & Hutter (1997) e 
Zuza  et al. (2012), que concluíram que o grau da doença periodontal pode ser um 
fator de risco para alterar negativamente o estado pulpar. 
 A avaliação do estado pulpar em dentes com doença periodontal é importante 
visto que os tecidos nervosos viáveis ao redor do dente podem favorecer a 
transmissão dos estímulos sensitivos. Este fato pode ser observado em dente 
multirradiculares que apresentam vários canais com diferentes estados de 
degeneração pulpar (Paul & Hutter, 1997). Em nosso estudo, todos os dentes 
avaliados apresentavam sensibilidade positiva ao teste térmico, sendo 50% 
representado pelos multirradiculares. 
 Dentes com bolsas periodontais superiores a 6 mm que não alcançaram o 
ápice radicular, podem apresentar resposta positiva ao teste de sensibilidade 
pulpar.O presente estudo mostrou que a resposta positiva pode estar associada a 
uma relação infecciosa ou inflamatória (Cahn, 1926; Jansson  et al., 1993). Alguns 
estudos afirmam que o comprometimento pulpar pode ser considerado verdadeiro 
apenas quando a doença periodontal atingir o forame apical (Langeland  et al.,1974 ; 
Czarnecki & Schilder, 1979). 
 Todos os pacientes avaliados nessa pesquisa estavam sob terapia 
periodontal e nenhum apresentou resposta à essa terapia. Dessa forma, foi sugerido 
o tratamento endodôntico. Essa condição corrobora com Simring & Goldberg (1964), 
que concluíram que a terapia endodôntica deve ser indicada nos casos em que o 
dente não responda à terapia periodontal. 
 Em todos os casos, foi observada resposta pulpar positiva exacerbada ao 
teste térmico, sugerindo uma pulpite, assim como mostrou Dosseva  et al. (2007). 
Por outro lado, Aguiar  et al. (2014) avaliaram a vitalidade pulpar em dentes com 
doença periodontal crônica e que não haviam realizado nenhum tipo de tratamento 
periodontal. Os 22 dentes selecionados apresentavam perda óssea que se 
estendiam até o ápice radicular. A maioria das alterações visualizadas foi fibrose 
associada a dentina reparadora e compatível com a idade pulpar, concordando com 
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alguns estudos na literatura (Seltzer & Bender, 1959; Seltzer  et al., 1963; Sinai & 
Soitanoff 1973, Lontelme  et al., 1976). 
6.2. Diversidade microbiana das bolsas periodontais e canais radiculares 
 Apesar da existência das vias de comunicação entre a polpa e o periodonto, 
não existe na literatura trabalhos avaliando a microbiota de dentes com doença 
periodontal e polpa vital. Os estudos microbiológicos são relacionados à endoperio 
combinada, onde existe a presença da doença periodontal e polpa necrosada. 
 Um dos objetivos deste estudo foi avaliar microbiologicamente bolsas 
periodontais e canais radiculares de dentes com envolvimento periodontal crônico. 
Todos os dentes avaliados apresentavam destruição óssea, eram vitais e receberam 
terapia periodontal prévia.  
A proteção do complexo dentino pulpar é feito internamente pelas paredes 
dentinárias e externamente pela presença de esmalte e/ou cemento. No entanto, a 
ausência dessas estruturas pode permitir a penetração bacteriana em túbulos 
dentinários (Rotstein & Simon, 2004; Lacevic  et al., 2015). 
 A técnica do PCR se mostrou eficaz na detecção de bactérias alvos no nosso 
estudo. Ele é um método que apresenta alta sensibilidade, corroborando com os 
achados de Kawada  et al. (2004) e Gomes  et al. (2007). As bactérias alvos 
utilizadas nesse estudo são comumente observadas em infecções endodônticas e 
periodontais (Gomes et al., 2005; Gomes et al., 2015; Noriko  et al., 2015). 
  Nosso trabalho identificou Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium 
nucleatum e Parvimonas micra nas coletas iniciais dos canais radiculares e bolsas 
periodontais. Esses achados estão de acordo com Fuji  et al. (2014) que 
identificaram os mesmo micro-organismos em dentes vitais com comprometimento 
periodontal, sugerindo que a periodontite pode ser a possível fonte da infecção 
radicular. 
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 Porphyromonas gingivalis e Fusobacterium nucleatum foram associados 
positivamente às bolsas periodontais. A correlação entre espécies bacterianas 
específicas de doenças periodontais  e infecções pulpares confirmam que os túbulos 
dentinários podem representar um caminho que permite difundir e manter a infecção 
desses sítios. As bactérias periodontais detectadas no canal radicular podem ter 
origem nas lesões periodontais existentes. Esses mesmo micro-organismos gram-
negativos também foram sugeridos por Hong et al. (2014), como sendo fonte para a 
infecção radicular, os quais foram encontrados em ambos os sítios investigados. 
 Prevotela intermedia foi identificada nas coletas iniciais das bolsas 
periodontais, mas esteve ausente nos canais radiculares. Esse resultado concorda 
com Perez  et al. (1993) que demonstraram que este micro-organismo anaeróbio 
estrito não tem o potencial de penetrar nos túbulos dentinários 
 Parvimonas micra foi a única bactéria gram-positiva alvo avaliada nesse 
estudo. Ela foi fortemente identificada em 29/32 coletas iniciais de bolsas 
periodontais. Esse achado vai de encontro a vários estudos da literatura que 
mostraram uma predominância de espécies gram-positivas em relação as gram-
negativas após terapia periodontal. Essa terapia altera a microbiota subgengival e 
permite a predominância de espécies gram-positivas (Lowenguth & Greenstein,
1995; Stelzel & Flore´s-de-Jacoby 2000; Cobb, 2002). 
 Nem todas as espécies alvos investigadas foram detectadas em canais 
radiculares. Essa penetração bacteriana pode estar relacionada ao tamanho da 
bactéria, propriedades adesivas e características de mobilidade (Kakoli  et al., 2009). 
 Segundo Coob (2002) e Chaves  et al. (2000), Porphyromonas gingivalis são 
micro-organismos bastante resistentes ao tratamento periodontal e apresentam alta 
capacidade de penetração dentinária. Esta resistência é justificada em nosso 
estudo, pelo fato deste micro-organismo ter sido mais prevalente nas coletas iniciais 
de bolsas periodontais e canais radiculares. Além disso, P. gingivalis, foi relatado por 
Cortelli & Cortelli (2003)  como sendo comum em dentes com periodontite crônica. 
 Estes resultados também podem ser explicados pela  presença de bacteremia 
que favorece a presença temporária de bactérias gram-positivas (Martin, 2003). A 
bacteremia pode ocorrer após o tratamento periodontal (Reinhardt  et al., 1982;. 
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Coner  et al., 1967, Waghmare  et al., 2015, Forner  et al., 2006). Alguns estudos ja 
demonstram a presença de Porphyromonas gingivalis e Parvimonas micra no 
sangue de pacientes após procedimentos de raspagem e alisamento radicular 
(Waghmare  et al., 2015, Kozarov  et al., 2005). 
 Neste estudo, foi demonstrado que bactérias estão presentes nos canais 
radiculares após o PQM. Assim, mesmo após a remoção de dentina e smear layer, 
bactérias ainda foram encontradas. Adriaens  et al., (1988a) demonstraram que a 
polpa dentária de muitos dentes comprometidos periodontalmente podem conter 
números significativos de bactérias. 
 Kobayashi  et al. (1990) mostraram que os micro-organismos comuns em 
canais radiculares e bolsas periodontais foram detectados em dentes sem cárie e 
com doença periodontal avançada. Kipioti  et al. (1984) demonstraram que a 
microbiota de canais radiculares foram semelhantes a de bolsas periodontais 
adjacentes a dentes com coroas intactas e bolsas periodontais profundas. Além 
disso, ambos estudos mostraram a predominância de bactérias gram-negativas 
anaeróbias, o que corrobora com nossos estudos, onde uma grande prevalência de 
bactérias gram-negativas foi encontrada. 
 O constante tratamento periodontal pode favorecer a ausência de cemento 
radicular. Assim, os micro-organismos também podem atingir a polpa através dos 
túbulos dentinários abertos (Bergenholtz  et al., 1978; Nagaoka  et al., 1995, Stallard, 
1972; Solomon  et al., 1995). As bactérias que penetram profundamente na dentina 
podem ser removidas através do preparo químico mecânico do canal radicular ou 
serem destruídas pela ação química das soluções irrigantes. Por outro lado, aquelas 
localizadas mais profundamente na dentina podem permanecerem mesmo após a 
limpeza e procedimentos de raspagem (Andriens 1988a). 
 Trabalhos anteriores revelaram algumas espécies de bactérias em polpas 
vitais ou inflamadas (Harrington et ai, 2002). Segundo Carvalho & Zuolo, 2000, a 
presença de bactérias na polpa devem ser consideradas especialmente em casos 
de doença periodontal severa ou agressiva. 
 A análise microbiológica pelo pirosequenciamento possibilitou a identificação 
de milhares de espécies microbianas presentes nas infecções periodontais e 
                                                                                                                                        
 87
pulpares. O sequenciamento do gene 16S rRNA revelou que a diversidade 
microbiana é mais extensa do que quando comparada aos estudos de PCR ou 
cultura. Dessa forma, esta metodologia de identificação molecular permite melhorar 
nossa compreensão em relação às comunidades microbianas e sua relação nas 
patogêneses orais (Luzopone & Knight, 2005). 
 Através do sequenciamento, foi observado uma grande complexidade das 
microbiotas endodônticas e periodontais. Algumas espécies foram detectadas 
apenas em canais radiculares e outras apenas em bolsas periodontais. No entanto, 
muitos micro-organismos foram detectados em ambos os sítios avaliados, sugerindo 
uma possível via de comunicação entre esses dois tecidos. Tais observações 
concordam com Gomes et al., (2015). 
 Enquanto na saúde periodontal observa-se maior proporção de bactérias 
gram-positivas, na periodontite se observa uma alta proporção de anaeróbios e 
gram-negativos (Coob, 2002). Essa mesma relação foi observada neste estudo 
através do sequenciamento. 
6.3. Endotoxinas 
 Todos os pacientes deste estudo apresentavam doença periodontal crônica, 
bolsas periodontais profundas e níveis elevados de LPS nas coletas iniciais. Esses 
dados corroboram com Touyz (2013) que demostraram que o aumento dos níveis de 
endotoxinas no exsudado gengival tem sido associado com um aumento do grau de 
inflamação periodontal e presença de bactérias gram-negativas. 
 Nas bolsas periodontais, uma correlação estatisticamente significante entre 
os níveis de LPS e a presença de bactérias gram-negativas foi identificada. Dados 
semelhantes foram demostrados por Oliveira  et al. (2005) e Martinho & Gomes 
(2008) que avaliaram canais radiculares, onde houve baixa presença de bactérias e 
níveis de LPS. 
A terapia mecânica periodontal consegue eliminar endotoxinas aderidas ao 
cemento comprometido, como já demostrado por Lowenguth & Greenstein (1995). 
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Essa mesma situação pode ser percebida neste estudo, onde uma redução foi 
percebida após o PQM. Embora a remoção de endotoxinas bacterianas aderidas ao 
cemento esteja associada ao bom resultado da terapia periodontal, a remoção 
mecânica de todo o cálculo subgengival e da placa bacteriana é muitas vezes 
impossível, uma vez que as estruturas anatômicas da raiz que apresentam bactérias 
são inacessíveis para instrumentação (Minabe  et al., 1994). 
Baixas concentrações de endotoxinas foram recuperadas das amostras 
iniciais dos canais radiculares. Segundo Nissan  et al. (1995), os LPS apresentam 
uma capacidade de se difundir pelos túbulos dentinários e, assim, conseguirem 
transitar entre os dois tecidos.  
O mesmo pode ser percebido após o uso de medicação intracanal, onde 
reduções estatisticamente significativas de LPS e micro-organismos foram 
visualizadas nas bolsas periodontais e nos canais radiculares. A medicação com 
hidróxido de cálcio tem o potencial de se difundir pelos túbulos dentinários, 
alcançando a superfície externa. Dessa forma, ela pode ter ação antimicrobiana na 
bolsa periodontal como demonstrado por Gomes  et al (2009). 
6.4. Metaloproteinases 
 As enzimas responsáveis pela degradação da matriz extracelular e do 
componente orgânico do osso são as metaloproteinases da matriz (MMPs), assim, 
considera-se que elas tenham papel crucial na doença periodontal inflamatória 
crônica destrutiva (Sambandam & Neelakantan, 2014). 
 Altos níveis de MMPs foram detectados nas amostras iniciais das bolsas 
periodontais. Estes resultados corroboram com o de Souza & Line (2002) que 
demonstraram que altos níveis de MMPs nos tecidos periodontais são os 
responsáveis pelo desequilíbrio entre produção e degradação de colágeno, 
causando a destruição periodontal. 
No presente estudo, as bolsas periodontais apresentaram predominância de 
altos níveis de MMPs-2 e 9, corroborando com os achados de Puttamapun  et al. 
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(2002) e Figueiredo  et al. (2003). A MMP-9 encontra-se em níveis aumentados em 
feridas crônicas e ulcerações que não cicatrizam (Steen  et al. 2002), situação esta 
encontrada nas bolsas periodontais analisadas em nosso estudo. Sorsa et al. (2004) 
observaram que a MMP-9, juntamente com a MMP-8, são as mais frequentemente 
detectadas de forma aumentada em fragmentos de gengiva e fluido gengival de 
pacientes com periodontite.   
Em relação as MMPs encontradas nos canais radiculares estudados, 
observamos maiores níveis de MMP8 e MMP-2. A MMP-8 é uma enzima importante 
no processo de organização e remodelação dentinária (Sambandam & Neelakantan, 
2014).  
 Este estudo demonstrou que nos casos de pacientes com periodontite crônica 
e polpa vital, bactérias, endotoxinas e MMPs são encontradas em altas 
concentrações nas bolsas periodontais iniciais, mesmo o paciente realizando terapia 
periodontal. No entanto, após tratamento endodôntico, esses níveis são reduzidos, 
favorecendo o reparo periodontal.  
Dessa forma, através dos resultados obtidos nesse estudo, observam-se a 
necessidade de mais pesquisas clínicas comprovando as vias de comunicação 
existentes entre o tecido pulpar e periodontal. Assim, poderemos compreender 
melhor os mecanismos de contaminação do tecido pulpar vital na presença de uma 
bolsa periodontal profunda. 
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7 CONCLUSÃO 
Com base na metodologia empregada neste estudo, conclui-se que as 
microbiotas de bolsa periodontal e canal radicular de dentes com periodontite e 
resposta pulpar positiva são diferentes; Os níveis de LPS nas bolsas periodontais 
foram compatíveis com a inflamação periodontal presente; A MMP-2 e 9 foram 
encontradas em altas concentrações nas bolsas; A presença de uma MIC diminui a 
concentração do LPS, MMPs e bactérias nas bolsas periodontais de pacientes com 
periodontite; Entretanto, nos canais radiculares, a MIC reduziu bactérias e LPS, mas 
aumentou o nível de MMP-3 nos tecidos periapicais. 
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APÊNDICE 2 


















1 41 Ca(OH)2 + CLX 31 F 3 V 6 8 H
2 14 Ca(OH)2 + CLX 46 M 2 V 6 8 R
3 34 Sessão Única 47 F 2 V 6 8 R
4 25 Sessão Única 47 F 2 V 10 11 H
5 11 Ca(OH)2 + CLX 40 F 2 V 7 8 H
6 12 Sessão Única 33 F 2 V 6 12 H
7 22 Sessão Única 25 M 2 M 6 10 H
8 22 Ca(OH)2 + CLX 33 F 2 M 6 12 H
9 46 Ca(OH)2 + CLX 35 M 3 M 10 12 R
10 44 Sessão Única 33 M 2 M 8 8 H
11 36 Ca(OH)2 + SS 53 M 3 D 9 10 R
12 46 Ca(OH)2 + SS 31 F 3 M 10 10 R
13 36 Ca(OH)2 + SS 31 F 1 M 11 11 R
14 26 Ca(OH)2 + SS 46 M 2 M 11 13 H
15 11 Ca(OH)2 + SS 53 M 2 P 10 12 H
16 11 Ca(OH)2 + CLX 75 M 2 V 7 8 H
17 22 Ca(OH)2 + CLX 53 F 2 D 8 9 R
18 16 Ca(OH)2 + SS 40 M 3 D 12 14 R
19 46 Ca(OH)2 + SS 15 F 3 M 10 11 H
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Dados clínicos dos 32 dentes com bolsas periodontais profundas e sensibilidade pulpar 
(continuação). 
20 46 Sessão Única 53 M 2 M 13 14 H
21 24 Ca(OH)2 + 
CLX
53 M 3 M 7 8 R
22 25 Ca(OH)2 + SS 53 M 2 M 9 10 R
23 22 Ca(OH)2 + 
CLX
16 F 2 M 10 12 H
24 21 Ca(OH)2 + 
CLX
16 F 2 M 8 9 H
25 11 Ca(OH)2 + SS 16 F 2 V 8 9 H
26 12 Ca(OH)2 + SS 16 F 2 M 11 12 H
27 26 Sessão Única 16 F 2 D 9 11 H
28 14 Sessão Única 51 F 2 V 8 9 H
29 36 Sessão Única 51 F 1 M 12 14 H
30 16 Sessão Única 29 F 2 D 8 10 R
31 21 Ca(OH)2 + 
CLX
42 F 2 M 8 9 H
32 21 Ca(OH)2 + SS 38 M 2 M 7 8 H
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APÊNDICE 3 

















1 0 0 0 0 0 0
2 1 0 0 1 1 1
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 1 0
5 1 0 0 1 1 1
6 0 0 0 0 1 0
7 0 0 0 1 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 1 1 1
10 0 0 0 1 1 0
11 0 0 1 1 1 1
12 0 0 0 1 1 1
13 0 1 0 1 1 1
14 0 0 0 1 1 1
15 0 1 0 1 1 1
16 0 0 0 0 0 0
17 0 0 0 0 0 0
18 0 0 0 0 0 0
19 0 0 0 0 0 0
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Espécies bacterianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação).
Tannerela forsythia
20 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 0
22 0 0 0 0 0 0
23 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 0 0
29 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0
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1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 0 0 1
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 0 0
5 0 0 0 1 1 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 1 1 1
10 0 0 0 1 1 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 1 1 0
14 0 0 0 1 1 0
15 0 0 0 0 0 1
16 0 0 0 1 0 0
17 0 0 0 0 1 0
18 0 0 0 0 1 0
19 0 0 0 0 0 0
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Espécies bacterianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação). 
Prevotela intermedia
20 0 0 0 0 0 0
21 0 0 1 1 1 0
22 0 0 1 0 0 0
23 0 0 0 1 0 0
24 0 0 0 0 0 0
25 0 0 1 0 0 0
26 0 0 0 1 0 0
27 0 0 0 0 1 0
28 0 0 0 0 0 0
29 0 1 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0
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1 0 0 1 0 0 0
2 0 0 0 1 0 1
3 0 0 0 1 1 0
4 0 0 0 1 1 0
5 1 1 0 1 1 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 1 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 1 1 1
10 1 0 0 1 1 0
11 0 0 0 0 0 0
12 0 0 0 1 1 1
13 0 0 0 1 1 1
14 0 0 0 1 1 1
15 1 0 0 0 0 1
16 0 1 1 1 1 1
17 1 1 1 1 1 1
18 0 1 1 1 1 1
19 0 0 1 1 1 1
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Espécies bactérianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação). 
Porphyromonas gingivalis
20 0 0 0 1 1 1
21 1 1 1 1 1 1
22 0 1 1 1 1 1
23 1 1 1 1 1 1
24 1 1 1 1 1 1
25 1 1 0 1 1 1
26 1 1 0 0 1 1
27 1 1 0 1 1 1
28 1 1 0 1 0 0
29 1 1 0 1 1 1
30 1 1 0 1 1 1
31 1 0 1 1 1 1
32 1 1 1 1 1 1
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1 0 0 0 0 1 1
2 1 0 0 0 0 0
3 0 0 0 0 0 0
4 0 0 0 0 0 0
5 1 0 0 0 0 1
6 1 0 0 1 0 0
7 0 0 0 1 1 0
8 1 0 0 1 1 1
9 1 0 0 0 1 1
10 1 0 0 1 0 0
11 0 0 0 1 1 1
12 0 0 0 1 1 1
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 1 0 0
15 0 0 0 1 1 1
16 0 0 1 1 1 1
17 0 0 0 1 1 1
18 0 0 0 1 1 1
19 0 0 0 1 1 1
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Espécies bacterianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação). 
Fusobacterium nucleatum
20 0 0 0 0 0 0
21 0 0 0 0 0 1
22 0 0 0 0 0 1
23 0 0 0 1 0 0
24 0 0 0 1 1 1
25 0 0 0 0 0 0
26 0 1 0 0 0 0
27 0 0 0 0 0 0
28 0 0 0 0 1 0
29 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 1 1 0 0 0
32 0 0 0 1 0 0
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1 1 0 1 1 1 0
2 0 0 1 1 1 1
3 0 0 0 1 0 0
4 1 1 0 1 1 0
5 1 0 0 1 1 1
6 0 1 0 0 0 0
7 1 1 0 1 1 0
8 0 0 0 0 1 0
9 0 1 0 1 1 1
10 0 1 0 1 0 0
11 0 0 1 1 1 1
12 0 0 0 1 1 1
13 0 0 0 1 1 1
14 0 0 1 1 1 1
15 0 0 0 1 1 1
16 0 0 0 0 0 1
17 1 0 0 1 1 1
18 0 0 0 1 1 1
19 1 1 0 1 1 1
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Espécies bacterianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação). 
Parvimonas micra
20 0 1 0 1 1 1
21 0 0 0 1 1 1
22 0 0 1 1 1 1
23 0 0 1 1 0 0
24 0 1 1 1 1 0
25 0 0 1 1 1 0
26 0 0 1 1 1 1
27 0 1 0 1 1 0
28 0 1 0 1 1 0
29 0 1 0 1 1 0
30 0 1 0 1 1 0
31 0 0 0 1 0 0
32 1 0 0 1 1 0
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1 0 0 0 0 0 0
2 0 0 0 1 1 1
3 0 0 0 1 0 0
4 0 0 0 1 1 0
5 0 0 0 0 0 1
6 0 0 0 0 0 0
7 0 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0 0
9 0 0 0 1 1 1
10 0 0 0 1 1 0
11 1 0 0 1 1 1
12 0 0 0 0 0 0
13 0 0 0 0 0 0
14 0 0 0 1 1 1
15 0 0 0 1 1 1
16 0 0 0 1 1 1
17 0 0 0 0 1 1
18 0 0 0 1 0 1
19 0 0 0 1 0 1
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Espécies bacterianas encontradas nos canais radiculares e bolsas periodontais pela técnica 
do PC (continuação). 
Treponema denticola
20 0 0 0 0 0 1
21 0 0 0 0 0 1
22 0 0 0 1 1 1
23 0 0 0 1 1 0
24 0 0 0 1 0 1
25 0 0 0 0 0 0
26 0 0 0 1 0 0
27 0 0 0 1 1 1
28 0 0 0 1 0 0
29 0 0 0 0 0 0
30 0 0 0 0 0 0
31 0 0 0 0 0 0
32 0 0 0 0 0 0
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APÊNDICE 4 























1 15,50 30,0 27,00 0,10 0,10 0,10
2 82,20 55,0 21,30 0,10 0,02 0,10
3 223,00 75,0 48,20 0,10 0,1 0,1
4 370,00 98,0 31,00 0,10 0,02 0,01
5 225,00 93,8 14,80 1,00 0,10 0,10
6 15,00 17,6 12,00 0,10 0,1 0,1
7 37,90 13,7 21,00 0,10 0,1 0,01
8 20,00 43,2 35,30 0,10 0,01 0,02
9 62,50 100,0 45,40 0,10 0,10 0,10
10 551,00 47,6 81,90 0,10 0,01 0,01
11 336,00 159,0 67,50 0,10 0,02 0,01
12 373,00 293,0 225,00 0,10 0,1 0,1
13 251,00 175,0 26,10 0,10 0,1 0,1
14 221,00 237,0 89,70 0,10 0,1 0,10
15 335,00 198,0 84,80 0,10 0,1 0,1
16 62,70 27,9 53,50 0,10 0,1 0,04
17 142,00 144 44,00 0,10 0,1 0,03
18 363,00 585 81,60 0,10 0,1 0,01
19 53,00 100 45,50 0,10 0,1 0,01
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20 101,00 20,6 99,80 0,10 0,01 0,01
21 181,00 113 164,00 0,10 0,1 0,01
22 80,00 87 166,00 0,10 0,01 0,01
23 68,60 17 124,00 0,10 0,03 0,01
24 91,10 43 37,00 0,10 0,01 0,01
25 85,40 60 38,70 0,10 0,01 0,01
26 109,00 137 149,00 0,10 0,01 0,01
27 280,00 30,8 32,30 0,10 0,01 0,01
28 244,00 110 72,90 0,10 0,02 0,01
29 130,00 110 31,20 0,10 0,01 0,01
30 178,00 15,5 75,90 0,10 0,01 0,01
31 133,00 62,6 40,00 0,10 0,1 0,01
32 131,00 157 70,00 0,10 0,01 0,01
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APÊNDICE 5 










1 623.00 190.00 0.2 0.1
2 725.4 175.00 0.14 0.09
3 628.4 185.00 0.29 0.1
4 788.00 180.00 0.16 0.09
5 760.00 168.00 0.1 0.06
6 790.00 175.00 0.3 0.11
7 760.80 184.00 0.29 0.08
8 810.00 168.00 0.55 0.13
9 860.00 191.00 0.46 0.1
10 738.3 182.00 0.33 0.1
11 658.2 177.00 0.21 0.12
12 499.00 164.00 0.11 0.23
13 850.00 188.00 0.18 0.03
14 739.4 159.00 0.21 0.11
15 692.8 196.00 0.28 0.1
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1 385,00 68,00 0,10 0,22
2 432,00 72,20 0,06 0,14
3 380,00 56,40 0,12 0,29
4 264,60 66,10 0,09 0,16
5 298,60 61,00 0,10 0,49
6 320,10 83,00 0,08 0,62
7 282,00 50,10 0,10 0,29
8 405,00 78,00 0,12 0,55
9 361,00 64,10 0,09 0,46
10 310,00 46,00 0,11 0,33
11 229,00 48,40 0,11 0,18
12 342,00 88,00 0,08 0,11
13 401,40 72,40 0,10 0,18
14 246,40 46,30 0,06 0,21
15 308,00 66,00 0,10 0,69
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1 167,00 14,00 0,36 0,07
2 201,00 22,00 0,28 0,10
3 204,00 14,80 0,30 0,08
4 192,00 16,00 0,29 0,10
5 215,00 10,00 0,31 0,09
6 221,00 11,20 0,42 0,08
7 196,40 14,88 0,46 0,11
8 184,00 26,30 0,40 0,07
9 243,00 8,60 0,46 0,10
10 236,00 9,60 0,20 0,10
11 136,20 12,30 0,22 0,11
12 222,80 20,10 0,10 0,07
13 166,00 19,40 0,26 0,10
14 262,30 18,60 0,27 0,11
15 165,00 12,70 0,69 0,10
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1 562,40 233,70 0,21 0,10
2 484,00 266,00 0,20 0,10
3 422,00 298,00 0,18 0,12
4 388,90 155,00 0,16 0,10
5 580,40 208,10 0,20 0,12
6 510,00 261,40 0,12 0,10
7 460,00 240,90 0,14 0,12
8 369,40 166,40 0,11 0,10
9 502,00 286,30 0,18 0,10
10 386,00 199,60 0,16 0,08
11 510,00 308,60 0.11 0,08
12 482,60 185,40 0,16 0,10
13 400,00 210,00 0,18 0,08
14 564,10 304,00 0,11 0,09
15 494,40 140,90 0,12 0,11
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1 68,30 2,50 0,07 0,10
2 71,20 4,80 0,11 0.08
3 46,00 9,00 0,06 0,09
4 68,10 9,60 0,10 0,10
5 82,80 7,60 0,10 0,10
6 73,20 2,80 0,11 0,11
7 51,10 7,10 0,09 0,09
8 83,30 6,80 0,08 0,10
9 48,00 6,10 0,10 0,08
10 71,30 5,00 0,07 0,08
11 55,30 3,00 0,08 0,10
12 81,00 9,20 0,07 0,08
13 49,10 5,20 0,10 0,11
14 56,40 4,30 0,06 0,09
15 52,00 7,00 0,10 0,09
                                                                                                                                        
 132
ANEXO 1 
Comitê de Ética 
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ANEXO 2 
Termo de consentimento livre e esclarecido específico para a pesquisa 
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE ESCLARECIDO 
As informações contidas neste prontuário foram fornecidas pela orientadora 
Professora. Drª. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/ou pela aluna de 
doutorado Thais Mageste Duque, objetivando convidar e formar acordo, por escrito, 
mediante o qual o indivíduo, parte integrante da pesquisa, autoriza sua participação, 
com pleno conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se 
submeterá por livre arbítrio e sem qualquer coação. 
I. TÍTULO DA PESQUISA 
"Investigação do Conteúdo Microbiológico, Endotóxico e Análise da 
Expressão de Metaloproteinases de Canais Radiculares e Bolsas Periodontais 
de Pacientes com Doença Periodontal Crônica ". 
II. PROPOSIÇÃO GERAL 
Identificar a microbiota dos canais radiculares e bolsas periodontais de dentes 
com sensibilidade pulpar, comprometimento periodontal e bolsas periodontais. 
Quantificar as endotoxinas e MMP antes e após o preparo químico-mecânico (PQM) 
e uso de medicamentos intracanais (MIC). 
III. JUSTIFICATIVA 
Estudos sobre medicação intracanal e soluções irrigadoras fazem parte da linha de 
pesquisa do laboratório de Microbiologia aplicada à Endodontia, da FOP-UNICAMP, 
desta maneira haverá uma continuidade na linha de pesquisa. A atividade 
antimicrobiana da CLX gel, Ca(OH)2  e da associação de ambos utilizados como 
medicação intracanal já foi testada em nosso laboratório por métodos in vitro com 
resultados satisfatórios quanto à ação antibactériana no interior de túbulos 
dentinários necessitando, portanto, ser avaliada clinicamente. Esse trabalho mostra 
a ação antibactériana de substâncias químicas auxiliares ao preparo mecânico na 
luz do canal radicular e em toda a extensão dos túbulos dentinários in vitro. Esse 
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assunto faz parte da linha de pesquisa do Laboratório de Microbiologia aplicada à 
Endodontia de nossa disciplina, que foi montado graças ao financiamento da 
FAPESP. Dessa maneira, o presente trabalho promoverá uma continuidade na linha 
de pesquisa. 
Este estudo possibilitará testar in vivo, o potencial antimicrobiano destas substâncias 
no interior do canal radicular e através dos túbulos dentinários, em bolsas 
periodontais, além de identificar patógenos de origem periodontal no interior dos 
canais radiculares através do método de PCR. 
IV. PROCEDIMENTO DO EXPERIMENTO 
Seleção dos pacientes 
Serão selecionados 32 dentes da Clínica de Especialização de Periodontia da 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba (FOP), Universidade Estadual de 
Campinas (UNICAMP). A faixa etária será entre 18 a 65 anos, independentemente 
do gênero. Os voluntários serão confirmados através da presença de perda óssea 
do dente envolvido detectado radiograficamente, acompanhado ou não de sinais e 
sintomas, e clinicamente pelo teste térmico confirmando uma sensibilidade pulpar 
positiva.  
Alguns critérios deverão ser respeitados: 
a) Presença de bolsa periodontal com profundidade de sondagem maior 
ou igual a 6 mm em mais de uma face. 
b) Pacientes que não fizeram uso de antibióticos sistêmicos e/ou locais 
nos últimos 3 meses. 
c) Pacientes que estão sob tratamento periodontal por um período de 6 
meses a 1 ano. 
 Serão obtidos os dados relativos ao gênero, idade, doenças sistêmicas e uso 
de medicamentos. Os pacientes com doenças sistêmicas e com história de 
antibioticoterapia recente e uso de antifúngicos não serão incluídos no estudo. 
Aspectos clínicos e radiográficos 
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Para cada paciente serão anotados na anamnese: idade, sexo, estado pulpar, 
profundidade da bolsa periodontal, inserção clínica, mobilidade dental, presença de 
edema dos tecidos periodontais, história de medicação e os achados radiográficos. 
Os aspectos clínicos do dente envolvido, tais como presença ou não de cáries, 
restaurações e coroas metálicas serão também anotados, assim como presença ou 
ausência de dor. Também serão anotados dados da história médica e história 
dentária. 
Serão realizados testes para verificar dor à percussão, à palpação e 
mobilidade dental, além da realização de uma sondagem periodontal e do teste 
térmico para confirmação da vitalidade pulpar 
Como critérios de exclusão, teremos dentes abertos, com cárie comunicante 
à câmara pulpar, com trincas, calcificados, reabsorção externa e os casos que não 
for possível acessar todo o comprimento do canal radicular. Pacientes portadores de 
doenças sistêmicas (como por exemplo, diabetes melitus e AIDS) e com história de 
antibioticoterapia recente e uso de antifúngicos também não participarão deste 
trabalho. 
Na consulta inicial será realizada tomada radiográfica periapical para avaliar o 
comprometimento da doença periodontal. 
Os pacientes assinarão um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
(TCLE) elaborado de acordo com as normas do Comitê de Ética em Pesquisa da 
Faculdade de Odontologia de Piracicaba - UNICAMP.  
Coleta de amostras 
 Amostras para análise de endotoxinas, analise microbiológica e de MMP que 
habitam as bolsas periodontais e canais radiculares dos pacientes selecionados 
serão feitas antes e depois da instrumentação dos canais radiculares e durante as 
trocas de curativo (30 dias) com auxílio de cones de papel absorvente estéril 
introduzidos no comprimento de trabalho pré-estabelecido permanecendo nesta 
posição por 60 segundos, o que não afetará em nada a saúde dos mesmos já que é 
um procedimento corriqueiro no tratamento endodôntico (secagem do canal radicular 
antes da colocação de medicação no interior dos canais radiculares e obturação se 
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faz da mesma maneira). A coleta das amostras dos canais radiculares será realizada 
sob fluxo contínuo de nitrogênio. 
Os canais radiculares serão desinfectados seguindo uma técnica de instrumentação 
adequada e um potente agente antimicrobiano (CLX gel 2%).  
Os pacientes serão divididos em 3 grupos com diferentes medicações intracanais: 
• Grupo I: (n=10) - Sessão única, sem uso de medicação intracanal. 
• Grupo II: (n=11, MIC por 30 dias) - os canais deste grupo serão secos com 
cones de papel, preenchidos com Ca(OH)2  + CLX-gel 2 % (2:1) e a seguir 
colocar-se-á uma bolinha de algodão previamente esterilizada na 
embocadura do canal radicular. Em sequência uma camada de 
aproximadamente 2 mm de Coltosol, aplicação de ácido fosfórico 37% por 15 
segundos, adesivo Single Bond 3M® (3M Dental Products, St Paul, USA) e 
aproximadamente 3 mm de resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental 
Products, St Paul, USA) serão realizados. 
• Grupo III: (n=11, MIC por 30 dias): os canais deste grupo serão secos com 
cones de papel, preenchidos com Ca(OH)2 + SS estéril ( 1:1) e a seguir 
colocar-se-á uma bolinha de algodão previamente esterilizada na 
embocadura do canal radicular. Em sequência, uma camada de 
aproximadamente 2 mm de Coltosol, aplicação de ácido fosfórico 37% por 15 
segundos, adesivo Single Bond 3M® (3M Dental Products, St Paul, USA) e 3 
mm de resina fotopolimerizável Z 250 (3M Dental Products, St Paul, USA) 
serão realizados. 
  
 Após as coletas das amostras, o dente em questão será tratado e restaurado 
pelo mesmo operador. Além disso, será feito pela Área de Endodontia, um 
acompanhamento de todos os tratamentos realizados neste experimento, durante, 
no mínimo, 4 anos, e os pacientes serão encaminhados à clínica da FOP-UNICAMP 
para a finalização de um tratamento periodontal adequado. Para o tratamento 
endodôntico, não há método alternativo pois há a necessidade de uma 
instrumentação dos canais radiculares eficiente auxiliada por uma substância 
química antimicrobiana de comprovada ação contra os micro-organismos 
encontrados no interior dos canais. Além da utilização de uma medicação intracanal 
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que melhore ainda mais esta desinfecção Serão realizadas cinco coletas 
microbiológicas do canal radicular e da bolsa periodontal, durante a sessão de 
tratamento endodôntico, dessa forma os voluntários não terão que se deslocar à 
faculdade apenas para a concretização da pesquisa. Essas coletas serão divididas 
em duas sessões odontológicas, semelhante a qualquer outro tratamento 
endodôntico, finalizando com a obturação e selamento do dente envolvido. 
 No laboratório de Microbiologia da disciplina de Endodontia da FOP, os 
recipientes com o material colhido do canal radicular serão processados 
adequadamente para que se obtenha a identificação dos micro-organismos. 
V. DESCONFORTO OU RISCOS ESPERADOS 
 Não terá nenhum risco de vida ou mudança no seu atendimento 
convencional, já realizado diariamente nesta Faculdade. O processo é indolor. Se o 
paciente sentir dor, esta não será devido à coleta de amostra e sim a persistência da 
infecção nos canais radiculares e/ ou nos tecidos periapicais. 
 Os procedimentos desenvolvidos nesse trabalho apresentam em 
consonância com os tratamentos realizados atualmente na área de Endodontia da 
FOP/UNICAMP. Os tipos de medicações intracanais preconizadas no presente 
estudo são empregadas na Clínica de Especialização em Endodontia, assim como 
em algumas outras instituições do país. 
 Durante todo o tratamento de canal e coleta de bactéria serão utilizados luvas 
e óculos de segurança para proteção do operador e do paciente. 
 Se houver dor fora dos dias marcados para o tratamento, o paciente receberá 
uma assistência imediata dos responsáveis pela pesquisa, assim o mesmo deverá 
entrar em contato através dos telefones locais descritos a seguir: 
(0xx19) 2106 5215 (laboratório de Endodontia) 
(0xx19) 98183-1889 (celular da pesquisadora Thais Mageste Duque). 
 O paciente também poderá ser atendido no Plantão de Emergência da FOP-
UNICAMP, que funciona normalmente de segunda à sexta-feira, de 8:00 às 12:00 hs 
e de 13:30 às 17:30 hs. 
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 Para qualquer informação ou esclarecimento sobre o tratamento, o paciente 
poderá entrar em contato com os pesquisadores através dos telefones citados 
acima, e-mail: thaismageste@fop.unicamp.br e bpgomes@fop.unicamp.br, assim 
como no endereço Avenida Limeira, 901, Areião. 
 O paciente tem toda a liberdade de pedir esclarecimentos sobre a 
metodologia antes e durante a pesquisa, podendo ou não concordar em participar da 
mesma. Caso recuse, não haverá prejuízo ao seu tratamento, o qual será 
prosseguido normalmente. 
 Uma cópia deste termo (TCLE) será entregue ao voluntário, portanto o 
mesmo terá em mãos telefones e endereços para contato. 
 Apesar dos resultados clínicos e microbiológicos serem divulgados 
publicamente para fins acadêmicos e científicos, será preservada a privacidade do 
indivíduo quanto aos dados confidenciais que possam a ser envolvidos na pesquisa. 
VI. BENEFÍCIOS DO EXPERIMENTO 
 Os benefícios esperados afetam indiretamente os voluntários, pois estarão 
relacionados com o desenvolvimento de um tratamento endodôntico mais eficaz e 
seguro, com o conhecimento dos micro-organismos envolvidos nesses casos. 
VII. Possibilidades de inclusão em grupo controle ou placebo 
 Não se aplica inclusão de grupo controle ou placebo. 
VIII. Métodos alternativos para obtenção da informação ou tratamento da 
condição 
 Não se aplica métodos alternativos. 
IX. INFORMAÇÕES 
 O voluntário tem a garantia de que receberá respostas a qualquer pergunta 
ou esclarecimento a respeito dos procedimentos, riscos, benefícios e outros 
assuntos relacionados à pesquisa. 
 Os resultados da pesquisa ficarão à disposição dos sujeitos envolvidos, sendo 
preservada a identidade dos mesmos. 
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 A pesquisa não acarretará nenhum ônus ao paciente. Não haverá 
necessidade de deslocamentos ou procedimentos adicionais para coleta de amostra, 
além das necessárias para o tratamento endodôntico convencional (2 sessões). 
X. RETIRADA DO CONSENTIMENTO 
 O voluntário tem a liberdade de retirar seu consentimento a qualquer 
momento e deixar de participar do estudo e assim do grupo de amostra, este não 
será penalizado e não haverá prejuízo ao seu tratamento, o qual será prosseguido 
normalmente. 
XI. CONSENTIMENTO INFORMADO 
E u , 
___________________________________________________________________
_______certifico que tenho lido as informações acima e suficientemente esclarecido 
(a) de todos os itens pela Prof.ª. Drª. Brenda Paula Figueiredo de Almeida Gomes e/
ou Thais Mageste Duque, estou plenamente de acordo com a realização do 
experimento. Assim, eu autorizo a execução da pesquisa, exposta acima, em mim. 
Piracicaba, ______ de __________________ de 2014. 
N o m e : _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ 
RG:_______________________________ 
A s s i n a t u r a : 
___________________________________________________________________
__________ 
ATENÇÃO: A sua participação em qualquer tipo de pesquisa é voluntária. Em caso 
de dúvida quanto aos seus direitos como voluntário da pesquisa, escreva para o 
Comitê de Ética em Pesquisa da FOP – UNICAMP, endereçado a Av. Limeira, 901 – 
Caixa Postal 52, CEP 13414-903, fone (19) 2106-5349, e-mail cep@fop.unicamp.br, 
na cidade de Piracicaba/SP. 
